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Περίληψη 
 
 

Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες αποτελούν µία ιδιαιτέρως σηµαντική και µεγάλη 

οικογένεια πρωτεϊνών η οποία εµπλέκεται σε ένα εύρος κυτταρικών λειτουργιών. 

Στους ευκαρυωτικούς και προκαρυωτικούς οργανισµούς, το 20-30% των γονιδίων 

κωδικοποιεί για µεµβρανικές πρωτεΐνες, τονίζοντας έτσι τη µεγάλη τους σηµασία. 

Συγκεκριµένα, οι µεµβρανικές πρωτεΐνες εµπλέκονται στη µεταφορά θρεπτικών 

στοιχείων, την κυτταρική σηµατοδότηση και τη διατήρηση της κυτταρικής δοµής. 

Επιπλέον, η σηµαντικότητά τους διαφαίνεται από το γεγονός πως ένα µεγάλο 

ποσοστό µεµβρανικών πρωτεϊνών εµπλέκεται σε σοβαρές ασθένειες όπως η 

επιληψία, ο διαβήτης, η κυστική ίνωση, ο καρκίνος κ.α. 

  Όπως γίνεται κατανοητό, η γνώση της ακριβούς δοµής και λειτουργίας τους, 

αποτελεί ύψιστη ανάγκη καθώς η εύρυθµη λειτουργία όλων των οργανισµών 

στηρίζεται κατά ένα πολύ µεγάλο βαθµό στις πρωτεΐνες αυτές. Η δοµική και 

λειτουργική µελέτη τους απαιτεί σηµαντικές ποσότητες αποµονωµένης  

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης υψηλής ποιότητας.  Όµως, η ιδιαιτέρως χαµηλή 

συγκέντρωσή τους στους ενδογενείς ιστούς όπου και εδράζονται, καθιστά ιδιαιτέρως 

δύσκολη την αποµόνωσή τους σε µεγάλες ποσότητες. Συνεπώς, η απόκτησή τους 

προϋποθέτει την παραγωγή τους σε ετερόλογους οργανισµούς, όπως είναι τα 

βακτήρια, η ζύµη, τα κύτταρα εντόµων, τα κύτταρα θηλαστικών, καθώς και τα 

διαγονιδιακά ζώα. 

Ο οργανισµός Escherichia coli χρησιµοποιείται ευρέως για την παραγωγή 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µε επιτυχία. Περίπου το 20% των κατατεθειµένων 

γνωστών δοµών στη βάση δεδοµένων πρωτεϊνικών δοµών (PDB) προέρχεται από 
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παραγωγή τους στον συγκεκριµένο οργανισµό. Παρά την ύπαρξη όµως 

επιτυχηµένων περιπτώσεων, η χρήση του E. coli παραµένει µία πρόκληση καθώς η 

προσπάθεια παραγωγής διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, τις περισσότερες φορές, οδηγεί 

σε υψηλά επίπεδα σοβαρής κυτταροτοξικότητας και σε πολύ χαµηλά επίπεδα 

παραγόµενης πρωτεΐνης.  

Έχοντας ως στόχο την ανάπτυξη E. coli στελεχών µε την ικανότητα να 

αντιµετωπίζουν τις προκλήσεις της ετερόλογης παραγωγής διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών, το εργαστήριό µας έχει κατασκευάσει δύο τροποποιηµένα στελέχη, 

ονόµατι E. coli SuptoxD και SuptoxR, τα οποία µπορούν και ανθίστανται στην 

υψηλή τοξικότητα που επιφέρει συχνά η παραγωγή των πρωτεϊνών αυτών και, 

ταυτοχρόνως, παράγουν αυξηµένες ποσότητες, τόσο προκαρυωτικω ́ν όσο και 

ευκαρυωτικών, σωστά αναδιπλωµένων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, µέσω της 

υπερεκφράσεως δύο µεµονωµένων γονιδίων του E. coli: του γονιδίου djlA, και του 

γονιδίου rraA, αντιστοίχως.  

Προκειµένου να βελτιστοποιηθούν τα βακτηριακά αυτά στελέχη, προβήκαµε 

στην εύρεση των κατάλληλων συνθηκών υπερέκφρασης των γονιδίων djlA και rraA, 

καθώς και των πλέον αποτελεσµατικών καλλιεργητικών συνθηκών παραγωγής, οι 

οποίες θα βελτιστοποιούσαν την ήδη αυξηµένη παραγωγή, σωστά ενσωµατωµένων 

και αναδιπλωµένων, διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Μετά την εύρεση των συνθηκών 

αυτών, οι οποίες οδήγησαν την ετερόλογη παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στο 

βέλτιστο βαθµό, όχι µόνο σε επίπεδο πρωτεϊνικής ποσότητας, αλλά και ποιότητας, 

ακολούθησε πρωτεϊνική αποµόνωση µέσω της οποίας  διεπιστώθη πως οι 

εξεταζόµενες πρωτεΐνες, παρήχθησαν σε πολύ υψηλές ποσότητες (της τάξεως των 

µιλιγραµµαρίων (mg)) ποσότητα η οποία ικανοποιεί τις απαιτήσεις για περαιτέρω 
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µελέτες. Επιπλέον, η χρήση των βελτιστοποιηµένων στελεχών SuptoxD και 

SuptoxR οδήγησε στην επιτυχή παραγωγή αυξηµένων επιπέδων βιολογικώς ενεργής 

πρωτεΐνης, και συνεπώς κατάλληλης για λειτουργικές µελέτες. 

Εν συνεχεία, διερευνήσαµε αν φυσικά απαντώµενες, οµόλογες πρωτεΐνες της 

E. coli DjlA, µπορούν να έχουν παρόµοιες ευεργετικές ιδιότητες µε το στέλεχος 

SuptoxD (E. coli DjlA) και, επιπροσθέτως, αν κάποια εξ αυτών δρα ακόµα πιο 

αποτελεσµατικά στην αντιµετώπιση της επαγόµενης κυτταροτοξικότητας, και στην 

παραγωγή ακόµα πιο αυξηµένης ποσότητας διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, συγκριτικά 

µε το στέλεχος 1ης γενιάς SuptoxD. Έχοντας αναζητήσει και βρει οµόλογες, της E. 

coli DjlA, πρωτεΐνες οι οποίες παρουσίαζαν χαµηλά, µεσαία και υψηλά επίπεδα 

οµοιότητας µε αυτή, ακολούθησε συγκριτική µελέτη τους. Καθώς διαπιστώθηκε πως 

η πλειοψηφία των DjlA πρωτεϊνών διακρίνονταν από την ικανότητα να 

αντιµετωπίζουν την επαγόµενη κυτταροτοξικότητα, και κάποιες εξ αυτών να 

ξεχωρίζουν για την επιτυχή παραγωγή σωστά ενσωµατωµένων διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών σε αυξηµένες ποσότητες, επιλέχθηκε η πρωτεΐνη DjlA που προερχόταν 

από τον οργανισµό Salmonella enterica, η οποία ξεπερνούσε τις ήδη υψηλές 

αποδόσεις της E. coli DjlA. Χρησιµοποιώντας την πρωτεΐνη αυτή, δηµιουργήθηκε 

το στέλεχος 2ης γενιάς, SuptoxD2.0. Η χρήση του στελέχους αυτού απέφερε 

εξαιρετικά υψηλές ποσότητες διαµεµβρανικής ενεργής πρωτεΐνης, υψηλής 

ποιότητας, σε αναδιπλωµένη και µη συσσωµατωµένη µορφή, καθιστώντας το ως 

ιδανικό σύστηµα ετερόλογης παραγωγής διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, το οποίο 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί ευρέως από την κοινότητα της βιοτεχνολογίας. 
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Abstract 
 
 

Membrane proteins (MPs) constitute a large family of proteins involved in 

a range of cellular functions. In eukaryotic and prokaryotic organisms, about 20-

30% of their genes encode for MPs, pointing out their great importance. 

Specifically, MPs participate in the transport of nutrients, cellular signaling and 

the maintenance of cellular structure. Their great importance is reflected by the 

fact that a wide variety of MPs are involved in numerous devastating human 

diseases, such as epilepsy, diabetes, cystic fibrosis, hypertension, cancer, and 

many more. 

The understanding of MP structure and function is very important as the well-

being of an organism greatly relies on them. The structural and functional studies 

of MPs require substantial quantities of pure and high-quality protein. However, 

as their natural abundance in their native tissues is really low, significant 

amounts of isolated protein are typically acquired after recombinant 

overexpression in heterologous hosts, such as bacteria, yeasts, inset cells, 

mammalian cells or transgenic animals.  

Escherichia coli has been historically used for the production of MPs with 

great success as ~20% of all MP structures deposited in the Protein Data Bank 

(PDB) have utilized MP material produced recombinantly in E. coli. Despite these 

success stories, the use of E. coli remains a challenge as recombinant MP 

production usually leads to high levels of toxicity for the host and very little 

membrane- incorporated protein per cell, with a small portion of it in a well-folded 

and functional form. 
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With the ultimate goal to develop new E. coli strains capable of dealing with 

the challenges of recombinant MP production, we have recently constructed two 

engineered strains, called SuptoxD and SuptoxR, which upon co-expression of the 

effector genes djlA and rraA, respectively, can suppress MP-induced toxicity and 

they are able to produce enhanced quantities of well-folded recombinant MPs, of 

both prokaryotic and eukaryotic origin.  

In this thesis, we systematically looked for gene overexpression and 

culturing conditions that maximize the accumulation of membrane-integrated and 

well-folded recombinant MPs in these E. coli SuptoxD and SuptoxR. Having 

optimized production conditions that lead to enhanced quantities of high-quality 

recombinant homogeneous MPs, sufficient for functional and structural studies, 

we proceeded to purification. The purification revealed that tested MPs were 

produced in high protein quantity (mg), suitable for further studies. Moreover, 

using the PELDOR technique, we confirmed the correct folding and structural 

integrity of the protein. Also, we have found that, under optimal conditions, 

SuptoxD and SuptoxR achieve greatly enhanced recombinant production of 

functional membrane proteins. 

Furthermore, we have investigated whether homologous DjlA proteins from 

other bacteria can also function as suppressors of MP-induced toxicity and as 

enhancers of recombinant MP production in E. coli similarly to the E. coli DjlA, 

and also, if we could identify any DjlA variant with better performance, compared 

to E. coli DjlA. We identified and compared several homologous DjlA proteins with 

high (>85), intermediate (60-85%) and low (<60%) levels of sequence similarity to 

the E. coli DjlA of SuptoxD. After finding out that the majority of DjlA variants 

has beneficial effects by functioning as efficient suppressors of MP-induced toxicity 
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and enhancers of recombinant well-folded MP production in E. coli, we picked the 

natural DjlA variant of S. enterica. By using this improved-performance DjlA 

variant from S. enterica, we have constructed the second-generation E. coli strain, 

called SuptoxD2.0, the use of which enables the production of high-quality and 

quantity monodisperse recombinant MPs, well-folded, non-aggregated, making 

this strain an ideal expression host for recombinant membrane protein production, 

and also a valuable tool for biotechnology field. 
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Πρόλογος 
 
 

Ο βασικός στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η ανάπτυξη 

βελτιστοποιηµένων βακτηριακών στελεχών για την υπερέκφραση προκαρυωτικών 

και ευκαρυωτικών διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Προς αυτή την κατεύθυνση, 

διερευνήθηκαν και προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες συνθήκες, τόσο αυτές που 

χαρακτηρίζουν τη διαδικασία της καλλιέργειας των E. coli στελεχών SuptoxD και 

SuptoxR, όσο και αυτές της υπερέκφρασης των γονιδίων djlA και rraA, που αυτά 

φέρουν αντιστοίχως, ούτως ώστε να επιτευχθεί η µέγιστη απόδοση των στελεχών 

κατά την υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Εν συνεχεία, αναζητήθηκαν 

φυσικώς απαντώµενα djlA γονίδια, οµόλογα της E. coli djlA, των οποίων η 

υπερέκφραση να αντιµετωπίζει επιτυχώς την επαγόµενη κυτταροτοξικότητα. Βάσει 

του βαθµού κατευνασµού της τοξικότητας, της αύξησης του κυτταρικού πληθυσµού 

και της ογκοµετρικής αύξησης της παραγόµενης, σωστά αναδιπλωµένης και 

ενσωµατωµένης στη µεµβράνη πρωτεΐνης, επιλέχθηκε το γονίδιο djlA του 

οργανισµού Salmonella enterica και κατασκευάστηκε το δεύτερης γενιάς E. coli 

στέλεχος SuptoxD2.0. Τα στελέχη SuptoxD, SuptoxR και SuptoxD2.0 µπορούν και 

παράγουν διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, τόσο προκαρυωτικής όσο και ευκαρυωτικής 

προελεύσεως, σε υψηλή ποσότητα (mg) και ποιότητα, κατάλληλες για περαιτέρω 

λειτουργικές και δοµικές µελέτες. 

Η συγκεκριµένη διδακτορική διατριβή πραγµατοποιήθηκε στο διάστηµα των 

ετών 2016-2020 στο εργαστήριο Ενζυµικής και Συνθετικής Βιοτεχνολογίας στο 

Ινστιτούτο Χηµικής Βιολογίας του Εθνικού Ιδρύµατος Ερευνών σε συνεργασία µε 

το τµήµα Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, υπό την 
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επίβλεψη και καθοδήγηση του Δρ. Γεωργίου Σκρέτα. Χρηµατοδοτήθηκε από τη 

χορήγηση υποτροφίας του Ιδρύµατος Κρατικών Υποτροφιών µε σκοπό την εκπόνηση 

διδακτορικής διατριβής στην Ελλάδα στο πλαίσιο της δράσης 10.2.2.03.01 µε τίτλο 

«Ενίσχυση του ανθρώπινου ερευνητικού δυναµικού µέσω της υλοποίησης 

διδακτορικής έρευνας» (1ος κύκλος) του Επιχειρησιακού Προγράµµατος «Ανάπτυξη 

Ανθρώπινου Δυναµικού, Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση» 2014-2020 (MIS 

5000432), που συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο (Ε.Κ.Τ.) 

και το Ελληνικό Δηµόσιο. Συν-χρηµατοδοτήθηκε από το έργο «Synthetic Biology: 

from omics technologies to genomic engineering (OMIC-ENGINE)» µε κωδικό ΟΠΣ 

«MIS 5002636», το οποίο έχει ενταχθεί στη Δράση «Ενίσχυση των Υποδοµών 

Έρευνας και Καινοτοµίας» του Επιχειρησιακού Προγράµµατος 

«Ανταγωνιστικότητα Επιχειρηµατικότητα και Καινοτοµία» (ΕΠΑνΕΚ), στο πλαίσιο 

του ΕΣΠΑ 2014-2020, συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Ταµείο 

Περιφερειακής Ανάπτυξης (ΕΤΠΑ), καθώς κι από το έργο «Υποστήριξη ερευνητών 

µε έµφαση στους νέους ερευνητές-κύκλος Β» µε κωδικό ΟΠΣ «MIS 5050546» του 

Επιχειρησιακού Προγράµµατος «Ανάπτυξη ανθρώπινου δυναµικού, εκπαίδευση και 

δια βίου µάθηση», στο πλαίσιο του ΕΣΠΑ 2014-2020. 

 

 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 15 - 

Ευχαριστίες 
 

 
Αρχικά, θα ήθελα να εκφράσω την ευγνωµοσύνη µου στον επιβλέποντά µου, 

Γεώργιο Σκρέτα, ερευνητή Β΄ στο Ινστιτούτο Χηµικής Βιολογίας του Εθνικού 

Ιδρύµατος Ερευνών, για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε από την πρώτη στιγµή, τη 

συνεχή και πολύτιµη καθοδήγησή του, την πίστη του σε εµένα, και το συνεχές του 

ενδιαφέρον. Επίσης, τα µέλη της τριµελούς µου επιτροπής, τον Kαθηγητή στο 

Tµήµα Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας Δηµήτριο 

Λεωνίδα, καθώς και τον Αναπληρωτή Καθηγητή του Τµήµατος Βιολογίας του 

Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών Δηµήτριο Χατζηνικολάου για 

τη βοήθεια τους καθ’ όλη τη διάρκεια της διατριβής. 

Ένα µεγάλο ευχαριστώ σε όλα τα παλιά και νέα µέλη του εργαστηρίου µας 

στο Ινστιτούτο Χηµικής Βιολογίας, για την αγάπη, τη βοήθεια και την υποστήριξη 

τους καθ’ όλη τη διάρκεια. Συγκεκριµένα, τις µεταδιδακτορικές ερευνήτριες 

Δήµητρα Γιαλαµά, Δάφνη Δεληβοριά, και Δήµητρα Ζαραφέτα, τον µεταδιδακτορικό 

ερευνητή Ηλία Μάτη, τη Σταµατία Μπέλλου και την Άρτεµις Γιαννακοπούλου για 

την καθηµερινή τους υποστήριξη, αγάπη και τις πολύτιµές τους συµβουλές. 

Επιπλέον, τον Άγγελο Στέργιο και τους υποψήφιους διδάκτορες Έλενα 

Βασιλοπούλου και Άρη Μίχογλου που έκαναν το ταξίδι αυτό ακόµα πιο 

συναρπαστικό. 

Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά τον ερευνητή Χρήστο Πλιώτα και 

το µεταδιδακτορικό ερευνητή Χαράλαµπο Καψάλη για τη τόσο ευχάριστη και 

πολύτιµη συνεργασία µας. Επί προσθέτως, τον Δρ. Ζωγράφο, την Δρ. Τσιτσάνου και 

την υποψήφια διδάκτορα Παναγιώτα Λίγγρη για τη φιλοξενία στο εργαστήριο τους 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 16 - 

στο Εθνικό Ίδρυµα Ερευνών και την πολύτιµη βοήθεια τους για την υλοποίηση των 

πειραµάτων χρωµατογραφίας και όχι µόνο. Επίσης, όλα τα µέλη του εργαστηρίου 

του Δρ. Ξενάκη για τη σηµαντικότατη βοήθεια όλα αυτά τα χρόνια. Δε θα µπορούσα 

να ξεχάσω την Ευθυµία Πάππου για τις πολύ ευχάριστες και πολύτιµες ώρες που 

περάσαµε µαζί στο µηχάνηµα του FACS, το συνεχές της χαµόγελο και τη σύντοµη 

αλλά ακριβή µας φιλία. 

Τέλος, την οικογένεια µου, και συγκεκριµένα, τους γονείς µου και την 

αδερφή µου, γιατί χωρίς την αγάπη  και την πίστη τους σε εµένα, δε θα είχα φθάσει 

µέχρι εδώ. Επί προσθέτως, τη δεύτερή µου οικογένεια, τους φίλους µου, για την 

αµέριστη αγάπη, υποστήριξη, και τις πολύτιµες συµβουλές τους εδώ και πολλά 

πολλά χρόνια, καθώς και το σκύλο µου Lord για τις αµέτρητες βόλτες που του 

στέρησα, και τις ώρες που πέρασε να µε περιµένει. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 17 - 

Δηµοσιεύσεις σε επιστηµονικά 
περιοδικά 

 
1. Gialama, D., Kostelidou, K., Michou, M., Delivoria, D.C., Kolisis, F.N., 

Skretas, G. 2016.  
Development of Escherichia coli strains that withstand membrane protein-
induced toxicity and achieve high-level recombinant membrane protein 
production. 
ACS Synthetic Biology., 2017 doi:6(2):284-300 

 

2. Gialama, D., Delivoria, D.C., Michou, M., Giannakopoulou, A., Skretas, G. 
2017. 
Functional Requirements for DjlA- and RraA-mediated enhancement of 
recombinant membrane protein production in the engineered Escherichia 

coli strains SuptoxD and SuptoxR. 
Journal of Molecular Biology., 2017 doi:429(12):1800-1816 

 
3. Michou, M., Kapsalis, C., Pliotas, C., Skretas, G. 2019.  

Optimization of recombinant membrane protein production in the 
engineered Escherichia coli strains SuptoxD and SuptoxR.  
ACS Synthetic Biology., 2019 doi:8(7):1631-1641 

 
4. Michou, M., Stergios, A., Skretas, G. 2020.  

SuptoxD2.0: A second-generation engineered Escherichia coli strain 
achieving further enhanced levels of recombinant membrane protein 
production. 
Biotechnology and Bioengineering., 2020 doi: 10.1002/bit.27378 

 
5. Michou, M., Delivoria, D.C., Skretas, G. 2020.  

High-level Production of Recombinant Membrane Proteins Using the 
Engineered Escherichia coli Strains SuptoxD and SuptoxR. 
Bio-protocol., 2020 doi: 10.21769/bioprotoc.3710  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 18 - 

Κατάλογος σχηµάτων και πινάκων 
 

Σχήµα 1: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του κυτταρικού φακέλου του 
βακτηρίου Escherichia coli. ................................................................................ - 28 - 
Σχήµα 2 : Σχηµατική αναπάρασταση του ποσοστού των φαρµάκων που στοχεύουν σε 
GPCRs στην παγκόσµια αγορά. .......................................................................... - 29 - 
Σχήµα 3: Διάγραµµα κατανοµής ανά έτος των κατατεθειµένων δοµών στη βάση 
δεδοµένων πρωτεϊνικών δοµών (PDB) µέχρι και τον Απρίλιο του 2020............ - 31 - 
Σχήµα 4: Διάγραµµα κατανοµής (από το έτος 1985 που κατατέθηκε η πρώτη δοµή 
διαµεµβρανικής πρωτεΐνης) των κατατεθειµένων µοναδικών δοµών 
µεµβρανοπρωτεϊνών στη βάση δεδοµένων µέχρι και τον Απρίλιο του 2020. ..... - 32 - 
Σχήµα 5: Παραλαβή και ενσωµάτωση νέων πρωτεϊνών µε συν-µεταφραστικό τρόπο 
στο βακτήριο Escherichia coli. ........................................................................... - 43 - 
Σχήµα 6: Η υπερπαραγωγή της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης BR2 προκαλεί σοβαρή 
κυτταροτοξικότητα. ............................................................................................. - 50 - 
Σχήµα 7: Tα γονίδια djlA και rraA, κατά την υπερέκφρασή τους, δρουν ως 
καταστολείς της κυτταροτοξικότητας, προάγοντας την κυτταρική ανάπτυξη. .. - 54 - 
Σχήµα 8: Η υπερέκφραση των γονιδίων djlA και rraA κατά την παραγωγή της 
χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP στον οργανισµό E. coli βοηθούν σηµαντικά την 
κυτταρική αύξηση της παραγωγής της διαδιαµεµβρανικής πρωτεΐνης.............. - 56 - 
Σχήµα 9: Απεικόνιση των E. coli στελεχών SuptoxD και SuptoxR. .................. - 59 - 
Σχήµα 10: Οι ευεργετικές ιδιότητες των στελεχών SuptoxD και SuptoxR 
εφαρµόζονται σε ένα εύρος διαφορετικών διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. ............ - 60 - 
Σχήµα 11: Τα στελέχη SuptoxD και SuptoxR  ξεπερνούν σε αποδόσεις τα εµπορικώς 
διαθέσιµα στελέχη. ............................................................................................. - 64 - 
Σχήµα 12: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής των 3 διαφορετικών οµάδων των J- 
πρωτεϊνών. .......................................................................................................... - 65 - 
Σχήµα 13: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής της πρωτεΐνης DjlA. ................... - 68 - 
Σχήµα 14: Σχηµατική απεικόνιση των παραλλαγών της πρωτεΐνης DjlΑ ......... - 70 - 
Σχήµα 15: Η ύπαρξη ακέραιης της DjlA κρίνεται απαραίτητη για την αντιµετώπιση 
της κυτταροτοξικότητας ...................................................................................... - 73 - 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 19 - 

Σχήµα 16: Η επιτυχής αλληλεπίδραση της DjlA µε την DnaK οδηγεί σε επιτυχή 
υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. ........................................................ - 74 - 
Σχήµα 17: Η DjlA είναι η µοναδική J-πρωτεΐνη µε ευεργετικές ιδιότητες στην 
αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας  και στην επιτυχή υπερέκφραση 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών . .............................................................................. - 78 - 
Σχήµα 18: Οι ευεργετικές ιδιότητες της DjlA κατά την υπερέκφραση 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών δεν πραγµατοποιείται µέσω της ενεργοποίησης της 
αντίδρασης στρες Rcs. ......................................................................................... - 80 - 
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Κεφάλαιο 1 - Διαµεµβρανικές 
πρωτεΐνες 

 
1.1 Χαρακτηριστικά, κατηγορίες και λειτουργικός 

ρόλος 
 
 

Οι µεµβρανικές εντοπίζονται στις µεµβράνες των κυττάρων, όπου και 

εµπλέκονται σε ένα µεγάλο εύρος σηµαντικών διεργασιών. Οι πρωτεΐνες αυτές 

συνήθως αποτελούνται από πολλαπλά τµήµατα, κάποια εκ των οποίων είναι 

υδρόφοβα και ενσωµατωµένα µέσα στη µεµβράνη, ενώ άλλα, µε υδρόφιλες 

ιδιότητες, εκτίθενται στο υδατικό περιβάλλον1. Βασικό στοιχείο διαφοροποίησης 

των πρωτεϊνών αυτών αποτελεί το εάν  διαπερνούν τη µεµβράνη πλήρως ή µερικώς, 

οπότε και αποκαλούνται διαµεµβρανικές, ή εάν συνδέονται περιφερειακώς µαζί 

της  µέσω αλληλεπίδρασης τους µε τα λιπίδια της µεµβράνης, στην οποία 

περίπτωση περιφερειακές µεµβρανικές πρωτεϊνες2. Από δοµικής απόψεως, οι 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: (i) τις α-ελικοειδείς, οι 

οποίες αποτελούνται από διαµεµβρανικές περιοχές µε διαµόρφωση α-έλικας3 (ii) τα 

β-βαρέλια, τα οποία βρίσκονται συνήθως στην εξωτερική µεµβράνη Gram 

αρνητικών βακτηρίων ή µιτοχονδρίων και χλωροπλαστών4, και χρησιµοποιούνται 

ως σηµεία πρόσδεσης βακτηριοφάγων και βακτηριακών τοξινών5 και οι οποίες 

πρωτεΐνες αποτελούνται από διαµεµβρανικές περιοχές µε διαµόρφωση β-βαρελιού 

(Σχήµα 1). Εφεξής, η χρήση της φράσης µεµβρανικές πρωτεΐνες ή 

µεµβρανοπρωτεΐνες θα αναφέρεται σε α-ελικοειδείς µεµβρανικές πρωτεΐνες καθώς 

αυτές αποτέλεσαν το αντικείµενο της παρούσας διατριβής.  
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Από λειτουργικής απόψεως, οι µεµβρανικές πρωτεΐνες εµπλέκονται, µεταξύ 

πολλών άλλων διεργασιών, στη µεταφορά ιόντων και θρεπτικών στοιχείων,  στη 

σηµατοδότηση-αναγνώριση µεταξύ των κυττάρων, καθώς επίσης κάποιες εξ αυτών 

έχουν και ενεργό ρόλο στην ενεργειακή τροφοδότηση, και στη δοµική συγκρότηση 

των κυττάρων. Ταξινοµούνται σε µεταφορείς, κανάλια ιόντων/νερού, σε ένζυµα και 

υποδοχείς. Στα αρνητικά κατά Gram βακτήρια εντοπίζονται παντού µέσα στο 

κύτταρο6. 

Οι µεµβρανοπρωτεΐνες-µεταφορείς διαπερνούν τη µεµβράνη και 

δηµιουργούν ένα αρκετά περίπλοκο σύστηµα αντλιών και καναλιών, µέσω του 

οποίου µπορεί και επιτυγχάνεται η µεταφορά σηµαντικών για την επιβίωση του 

κυττάρου θρεπτικών στοιχείων, καθώς επίσης αποβάλλονται παραπροϊόντα του 

µεταβολισµού του κυττάρου. Τέλος, µέσω αυτών των µεταφορέων, το κύτταρο 

υποβοηθάται στο να «αντιλαµβάνεται» τις περιβαλλοντικές συνθήκες 7.  

Τα κανάλια ιόντων αποτελούν πρωτεΐνες, οι οποίες διευκολύνουν τη διάχυση 

των ιόντων κατά µήκος της µεµβράνης: προσφέρουν ένα εξαιρετικά υψηλής 

αγωγιµότητας υδρόφιλο µονοπάτι στο εσωτερικό υδρόφοβο τµήµα της µεµβράνης. 

H αλλαγή της διαµόρφωσης ενός καναλιού σε κλειστό ή ανοικτό είναι αυτή που 

καθορίζει την πρόσβαση ή την απαγόρευση εισόδου ενός µορίου εντός του καναλιού 

και συνεπώς εντός του κυττάρου. Τα κανάλια επίσης έχουν τη δυνατότητα να 

ξεχωρίζουν και να επιλέγουν το µέγεθος και το φορτίο του διερχόµενου, εντός του 

καναλιού, µορίου και η ιδιότητά τους αυτή χαρακτηρίζεται ως εκλεκτικότητα 

ιόντων8. 

Οι µεµβρανικοί υποδοχείς είναι εξειδικευµένες πρωτεΐνες στις µεµβράνες 

των κυττάρων όπου και συνδέονται µε εξωτερικά µόρια, όπως ορµόνες, και 

νευροδιαβιβαστές, και έτσι ενεργοποιούν µεταβολές στη λειτουργία του κυττάρου. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 28 - 

Ουσιαστικά, οι υποδοχείς δέχονται εξωτερικά χηµικά σήµατα και τα διαβιβάζουν 

στο εσωτερικό των κυττάρων. Στα κύτταρα, υπάρχει πληθώρα διαφορετικών 

υποδοχέων µε διακριτές λειτουργίες όπως είναι οι συζευγµένοι µε πρωτεΐνες 

υποδοχείς (GPCRs), οι οσφρητικοί υποδοχείς (ORs) κ.α. 2 

 

 

  
Σχήµα 1: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του κυτταρικού φακέλου 
του βακτηρίου Escherichia coli.  
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1.2  Η σηµασία των µεµβρανοπρωτεϊνών για τη 
φαρµακευτική βιοµηχανία 

 
 
Η σωστή λειτουργία διαφόρων µεµβρανικών πρωτεΐνών αποτελεί απαραίτητη 

προϋπόθεση για την υγεία του ανθρώπου καθώς οι πρωτεΐνες αυτές εµπλέκονται  σε 

πολλές και σοβαρές ασθένειες όπως  ο διαβήτης, η κυστική ίνωση, η επιληψία, η 

υπέρταση και ο καρκίνος9, 10. Στην υπεροικογένεια των µεµβρανοπρωτεϊνών, οι  

GPCRs αποτελούν περίπου το 3% του ανθρώπινου πρωτεώµατος, καθιστώντας αυτή 

την κατηγορία πρωτεϊνών ως την πλέον σηµαντική από φαρµακευτικής πλευράς. 

Συγκεκριµένα, οι GPCRs αποτελούν το ~50% των φαρµακευτικών στόχων10-12 καθώς 

η βασική τους λειτουργία είναι η µετατροπή ενός ποικίλου εύρους εξωκυττάριων 

ερεθισµάτων, όπως είναι οι ορµόνες, οι νευροδιαβιβαστές κ.α., σε σήµατα εντός του 

κυττάρου, ρυθµίζοντας ένα τεράστιο αριθµό φυσιολογικών διεργασιών όπως είναι ο 

κυτταρικός µεταβολισµός, η ανάπτυξη, η νευροδιαβίβαση  κ.α.13. Το 20% των 

κορυφαίων 50 φαρµάκων σε πωλήσεις διεθνώς στοχεύουν σε GPCRs, ευρέως γνωστά 

παραδείγµατα των οποίων αποτελούν το Claritin, το Zyprexa, το Zantac και το 

Cozaar 14 (Σχήµα 2). 

 

 
 
Σχήµα 2 : Σχηµατική αναπάρασταση του ποσοστού των φαρµάκων που 
στοχεύουν σε GPCRs στην παγκόσµια αγορά.

Προσαρµοσµένο σχήµα από Ma et al.14 
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Όπως γίνεται αντιληπτό, η ανάγκη γνώσης της τρισδιάστατης δοµής και κατ’ 

επέκταση της λειτουργίας των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών είναι τεράστια, καθώς 

µόνο µε αυτόν τον τρόπο η επιστηµονική κοινότητα µπορεί να κατανοήσει σε 

µοριακό επίπεδο ποικίλες κοινές παθολογίες και να προβεί στην ανάπτυξη νέων 

βελτιωµένων και πιο αποτελεσµατικών φαρµακευτικών σκευασµάτων για την 

αντιµετώπισή τους. 
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1.3 Προκλήσεις που σχετίζονται µε τη δοµική ανάλυση 
των µεµβρανοπρωτεϊνών 

 
 

Παρά τη µεγάλη λειτουργική σηµασία των µεµβρανοπρωτεϊνών, η διαθέσιµη 

γνώση της δοµικής βιολογίας των µεµβρανοπρωτεϊνών είναι ελάχιστη σε σχέση µε 

αυτή που αντιστοιχεί στις υδατοδιαλυτές πρωτεϊνες Συγκεκριµένα, από τις 162.269 

δοµές που έχουν καταχωρηθεί µέχρι σήµερα στη βάση δεδοµένων πρωτεϊνικών 

δοµών (PDB) (στατιστικά δεδοµένα µέχρι και τον Απρίλιο 2020) (Σχήµα 3), µόνο 

ένα µικρό ποσοστό, λιγότερο από 1%, αντιστοιχεί σε διαµεµβρανικές πρωτεϊνες15 

(Σχήµα 4). Μέχρι σήµερα, έχουν καταχωρηθεί µόνο 1.023 µοναδικές δοµές 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών (https://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/). 

 

 
 
Σχήµα 3: Διάγραµµα κατανοµής ανά έτος των κατατεθειµένων δοµών στη 
βάση δεδοµένων πρωτεϊνικών δοµών (PDB) µέχρι και τον Απρίλιο του 
2020. 

Προσαρµοσµένο σχήµα από Bank et al.16 

Διαθέσιμες πρωτεϊνικές δομές

Αρ
ιθ

μό
ς 

π
ρω

τε
ϊν

ικ
ώ

ν 
δο

μώ
ν

Έτος καταχώρησης

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 32 - 

 
 

Σχήµα 4: Διάγραµµα κατανοµής (από το έτος 1985 που κατατέθηκε η 
πρώτη δοµή διαµεµβρανικής πρωτεΐνης) των κατατεθειµένων µοναδικών 
δοµών µεµβρανοπρωτεϊνών στη βάση δεδοµένων µέχρι και τον Απρίλιο 
του 2020.

Προσαρµοσµένο σχήµα από (https://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/).    
 

Υπάρχουν τρεις βασικές προκλήσεις/περιορισµοί που σχετίζονται µε τη δοµική 

ανάλυση µεµβρανοπρωτεϊνών: Πρώτον, η απόκτηση επαρκών ποσοτήτων 

αποµονωµένης πρωτεϊνης υψηλής ποιότητας είναι συνήθως πολύ δύσκολη. Η 

ποσότητα διαµεµβρανικών πρωτεϊνών που παράγεται εγγενώς σε ένα κύτταρο είναι 

κατά κανόνα ελάχιστη, οπότε και η αποµόνωση ποσότητας πρωτεΐνης από τους 

φυσικούς ιστούς, ποσοτικά και ποιοτικά κατάλληλης για δοµικές και λειτουργικές  

µελέτες, είναι εξαιρετικά δύσκολη. Επίσης, ακόµα κι αν η αποµόνωση ικανής 
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ποσότητας πρωτεΐνης από φυσικούς ιστούς επιτευχθεί, αυτοµάτως αυτή αποτελεί 

µία πρωτεΐνη η οποία δε χαρακτηρίζεται από βελτιωµένες ιδιότητες ως προς τη 

διαχείρισή της, τη σταθερότητα και την αποµόνωσή της17. Δεύτερον, ο βαθµός 

δυσκολίας τόσο στην ετερόλογη έκφραση, όσο και στις διαδικασίες αποµόνωσης της 

παραγόµενης πρωτεΐνης είναι πολύ µεγάλος. Τέλος, η χρήση τεχνικών 

προσδιορισµού τρισδιάστατων πρωτεϊνικών δοµών, όπως η κρυσταλλογραφία 

ακτινών Χ και η cryo-EM, προϋποθέτει υψηλής ποιότητας πρωτεΐνες, οι οποίες να 

πληρούν συγκεκριµένα κριτήρια. Πιο συγκεκριµένα, προκειµένου να µπορέσει να 

µελετηθεί η δοµή µίας πρωτεΐνης, η δηµιουργία κρυστάλλων είναι απαραίτητη στις 

περισσότερες περιπτώσεις, µε εξαίρεση την τεχνική cryo-EM, καθώς και τη 

µικροσκοπία µονού σωµατιδίου (single particle electron microscopy).18, 19 Η 

απόκτηση κρυστάλλων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών παραµένει ακόµα µία µεγάλη 

πρόκληση, καθώς ακόµα κι αν επιτευχθεί η απόκτηση αρκετής ποσότητας καθαρής 

πρωτεΐνης, σε µορφή µη συσσωµατωµένη και κατάλληλη για δοµική και λειτουργική 

ανάλυση, η ύπαρξη συνήθως µεγάλων µικυλλίων, εξαιτίας της χρήσης 

απορρυπαντικών κατά την εξαγωγή από τη µεµβράνη, σε συνδυασµό µε τη µη 

σταθερότητα των πρωτεϊνών στο διάλυµα όπου βρίσκονται, δυσχαιρένει περαιτέρω 

τον σχηµατισµό επαρκών κρυσταλλικών επαφών, οι οποίες και απαιτούνται για τον 

τελικό σχηµατισµό πρωτεϊνικών κρυστάλλων. Νέες προσεγγίσεις και πρωτόκολλα 

διαχείρισης των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών έχουν προταθεί τα τελευταία χρόνια, 

παρεµβαίνοντας και βελτιώνοντας τόσο τη σταθερότητα των παραγόµενων 

πρωτεϊνών20, 21, όσο και την ποιότητα του τελικού προϊόντος προς ανάλυση22. 
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1.4 Υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών 
 
 

Δεδοµένου ότι εγγενώς οι µεµβρανοπρωτεΐνες παράγονται σε πολύ χαµηλές 

ποσότητες, η απόκτησή τους σε υψηλές ποσότητες για βιοχηµικές και δοµικές 

αναλύσεις πραγµατοποιείται συνήθως µε τη χρήση  οµόλογων ή ετερόλογων 

οργανισµών. 

Πολλά διαφορετικά συστήµατα έκφρασης έχουν αναπτυχθεί για την επιτυχή 

παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, κυρίως ανθρωπίνων. Κάθε σύστηµα 

χαρακτηρίζεται από τα δικά του πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα. Μέχρι σήµερα, 

τα πλέον χρησιµοποιούµενα και επιτυχή συστήµατα ετερόλογης παραγωγής είναι 

το βακτήριο (Escherichia coli, Lactococcus lactis), η ζύµη (Saccharomyces 

cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris), ο βακουλοϊός 

(Baculovirus), το ψάρι ζέβρα (Zebrafish), τα κύτταρα εντόµων (Spodoptera 

fugiperda Sf9, Sf21, Trichoplusia ni High Five, Drosophila Schneider S2), καθώς 

και τα κύτταρα θηλαστικών (CHO, HEK, COS-1)23. Εκτός αυτών, κι άλλα 

συστήµατα έχουν χρησιµοποιηθεί όπως είναι η cell-free πρωτεϊνική σύνθεση όπου 

η παραγωγή πρωτεϊνών πραγµατοποιείται σε ανοιχτά συστήµατα χρησιµοποιώντας 

κυτταρικά συστατικά από διαφορετικούς οργανισµούς, όπως έντοµα, λαγούς, 

βακτήρια και άλλα, αντί  κυττάρων. Ένα άλλο σύστηµα που έχει αναφερθεί είναι 

αυτό χρήσης ολόκληρων οργανισµών όπως µυγών, βατράχων και µεταξοσκωλήκων. 

Ενδεικτικά αναλύονται παρακάτω κάποια από τα πιο συνήθη συστήµατα ετερόλογης 

παραγωγής διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. 

To θετικό κατά Gram βακτήριο Lactococcus lactis έχει χρησιµοποιηθεί 

αρκετά για την ετερόλογη παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών24, 25. Tο βακτήριο 

αυτό έχει λιγότερες πρωτεάσες συγκριτικά µε το E. coli καθώς επίσης διαθέτει µία 
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πολύ πιο απλή δοµικά µεµβράνη, χαρακτηριστικό που βοηθά την αποµόνωση της 

παραγόµενης πρωτεΐνης 26, 27. To 2005, η οµάδα του Kiongji κατάφερε να εκφράσει 

µε επιτυχία 11 µιτοχονδριακές µεµβρανικές πρωτεΐνες στο βακτήριο αυτό. Σύµφωνα 

µε τα αποτελέσµατα αυτά, το ποσοστό της επιτυχούς έκφρασης ευκαρυωτικών 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών ήταν υψηλό (10-30%), αν κι έχει αποδειχθεί πως κατά 

τη διαδικασία της έκφρασης προκαλείται στο βακτήριο αντίδραση σοβαρού στρες που 

εικάζεται πως συνδέεται µε τη συσσώρευση µη σωστά αναδιπλωµένων πρωτεϊνών28. 
Η ζύµη S. cerevisiae είναι ένας απλός ευκαρυωτικός οργανισµός ο οποίος 

µπορεί και πραγµατοποιεί µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις όπως είναι η 

γλυκοζυλίωση και ο σχηµατισµός δισουλφιδικών δεσµών στην παραγόµενη 

πρωτεΐνη29. Όµως, εξαιτίας της τόσο διαφορετικής λιπιδικής σύστασης του 

οργανισµού αυτού συγκριτικά µε αυτής των  κυττάρων των θηλαστικών, 

επηρεάζεται συχνά σε µεγάλο βαθµό η ενεργότητα, η σωστή αναδίπλωση και η 

σταθερότητα των πρωτεϊνών που παράγονται30.  

Η παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών ευκαρυωτικής προελεύσεως σε 

κύτταρα θηλαστικών και εντόµων χαρακτηρίζεται από αρκετά πλεονεκτήµατα όπως 

είναι το λιπιδικό περιβάλλον, οι µηχανισµοί εκκρίσεως και οι µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις31. Όµως, η χρήση αυτού του συστήµατος είναι αρκετά ακριβή, ειδικά 

όταν η πρωτεΐνη προορίζεται για δοµικές µελέτες, και δύσκολη, όσον αφορά στη 

διαδικασία που απαιτείται προκειµένου να παραχθεί µία καλής ποιότητας 

πρωτεΐνη32. Συγκεκριµένα, έχει παρατηρηθεί πως η υπερέκφραση διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών σε υψηλά επίπεδα µπορεί να επιφέρει ηµιτελή γλυκοζυλίωση33.  

Στην περίπτωση επιλογής χρήσης κυττάρων εντόµων, συναντάται ένα ασφαλές 

ιογενές σύστηµα έκφρασης µέσω του βακουλοϊού (Baculovirus Expression Vector 
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System, BEVS). Συγκεκριµένα αυτή η προσέγγιση στηρίζεται στη µόλυνση 

κυτταρικών σειρών εντόµων µέσω ανασυνδυασµένων ιών που φέρουν το γονίδιο (όσο 

µεγάλο µέγεθος κι αν έχει) που κωδικοποιεί για την παραγωγή της επιθυµητής 

µεµβρανικής πρωτεΐνης, χωρίς ο ιός να ενσωµατώνεται εντός του γονιδιώµατος των 

κυττάρων των εντόµων που προσβάλει34. Με την ανακάλυψη του BEVS  το 1983 και 

τις συνεχείς του βελτιώσεις (µέχρι σήµερα έχουν τροποποιηθεί κατάλληλα και 

χρησιµοποιούνται παραπάνω από 400 κυτταρικές σειρές35), έχει επιτευχθεί η 

παραγωγή αρκετών GPCRs, καθώς και τµήµατα αυτών, όπως του β2 αδρενεργικού 

υποδοχέος36 και της ακουαπορίνης AQP437. Το συγκεκριµένο σύστηµα θεωρείται 

ένα από τα πλέον εύχρηστα και επιτυχή ευκαρυωτικά συστήµατα παραγωγής 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, καθώς  µπορεί να αποδόσει εύκολα µεγάλες ποσότητες 

βιολογικά ενεργής πρωτεΐνης, και να χρησιµοποιηθεί και σε µεγάλης κλίµακας 

παραγωγικές διαδικασίες όπως είναι o βιοαντιδραστήρας38, 39. 

Στη cell-free πρωτεϊνική σύνθεση, το περιβάλλον όπου πραγµατοποιείται η 

σύνθεση των πρωτεϊνών είναι ελεγχόµενο, χωρίς να χαρακτηρίζεται από τις ανάγκες 

και την υψηλή ευαισθησία του ζωντανού κυττάρου. Όντως, κάθε πιθανός 

συνδυασµός που απαιτείται προκειµένου να εξασφαλιστεί η σταθερότητα και η 

σωστή αναδίπλωση της νέας πρωτεΐνης, όπως είναι οι αναστολείς πρωτεασών, 

συµπαράγοντες και άλλες ουσίες, µπορούν να προστεθούν άµεσα στο ανοικτό αυτό 

σύστηµα. Επιπλέον, οι µεµβρανικές πρωτεΐνες που παράγονται µπορούν να 

ενσωµατωθούν αµέσως σε λιποσώµατα που έχουν προστεθεί στο σύστηµα αυτό40. Τα 

λιποσώµατα αυτά προέρχονται από φωσφολιπίδια και µπορούν να είναι δύο ειδών: 

στο ένα είδος χρησιµοποιείται κάποιο επιφανειοενεργό κατά την προετοιµασία του, 

ενώ στο άλλο είδος όχι. Η επιλογή για το κατάλληλο είδος λιποσώµατος γίνεται κάθε 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 37 - 

φορά µε γνώµονα το είδος της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης που πρόκειται να 

παραχθεί και επιπλέον, των διεργασιών που έπονται της παραγωγής της (πχ 

µέτρηση ενεργότητας κτλ.). Παρά τα πολυάριθµα πλεονεκτήµατα των 

προαναφερθέντων διαφορετικών συστηµάτων παραγωγής, η χρήση τους παραµένει 

σε πολλές περιπτώσεις πολύπλοκη και αρκετά ακριβή, και δεν ενδείκνυται ακόµα 

για µεγάλης κλίµακας καλλιέργειες (χρησιµοποιώντας για παράδειγµα 

βιοαντιδραστήρες) όπου θα παραγόταν και ικανοποιητική ποσότητα πρωτεΐνης. 
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Κεφάλαιο 2 - Το βακτήριο Escherichia 

coli ως σύστηµα υπερέκφρασης 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών 

 
 
2.1 Χαρακτηριστικά του Escherichia coli 
 
 

Το Escherichia coli είναι ένα κατά Gram αρνητικό, δυνητικώς αναερόβιο, 

βακτήριο το οποίο ανακαλύφθηκε το 1885 στο ανθρώπινο κόλον από τον Γερµανό 

βακτηριολόγο Theodor Escherich41. Το E. coli αποτελεί τον πλέον καλά 

χαρακτηρισµένο οργανισµό, βασικότατο εργαλείο στα εργαστήρια µοριακής 

βιολογίας, καθώς και στη βιοµηχανία. Βασικά πλεονεκτήµατα όπως η ταχύτατη 

ανάπτυξη, οι εύκολες συνθήκες καλλιέργειας, η γνώση για τον µεταβολισµό και τη 

φυσιολογία και η πληθώρα των διαθέσιµων εργαλείων για τη γενετική τροποποίηση 

αυτού του βακτηρίου, τον έχουν καταστήσει έναν από τους καλύτερους οργανισµούς 

για µεταβολική µηχανική και συνθετική βιολογία. Επιπλέον, σηµαντικό προνόµιο 

αποτελεί το γεγονός πως το γονιδίωµα πολλών στελεχών είναι πλέον γνωστό, 

καθιστώντας έτσι το χειρισµό τους ακόµα πιο εύκολο42, 43. Μέχρι σήµερα, υπάρχουν 

484 στελέχη E. coli τα οποία έχουν πλήρως αλληλουχηθεί (NCBI, 2018).  

Το E. coli έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως για την ετερόλογη έκφραση πολλών 

πρωτεϊνών, συµπεριλαµβανοµένων και διαµεµβρανικών17, 44. Συγκεκριµένα, 

περίπου το 20% όλων των γνωστών δοµών διαµεµβρανικών πρωτεϊνών που έχουν 

κατατεθεί στη βάση δεδοµένων PDB έχουν προέλθει από πρωτεΐνες που έχουν 

παραχθεί στο E. coli45. 
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2.2 Βιογένεση και αναδίπλωση διαµεµβρανικών 
πρωτεϊνών στα βακτήρια 
 

 
Όπως είναι γνωστό, όλες οι πρωτεΐνες συντίθενται στο κυτταρόπλασµα. Η 

επιφάνεια των υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών είναι εµπλουτισµένη  σε πολικά και 

φορτισµένα αµινοξέα, ενώ οι υδρόφοβες περιοχές βρίσκονται εντός της πρωτεΐνης, 

προστατευµένες από το υδατικό περιβάλλον46. Αντιθέτως, οι πρωτεΐνες οι οποίες 

διαπερνούν τη µεµβράνη, είτε την εσωτερική είτε την εξωτερική, χαρακτηρίζονται 

από υδρόφοβα αµινοξέα τα οποία βρίσκονται στην επιφάνεια της πρωτεΐνης 

προκειµένου να αλληλοεπιδράσουν µε το λιπιδικό περιβάλλον5. Αφού συντεθεί η 

πολυπεπτιδική αλυσίδα, το µονοπάτι που θα ακολουθήσει  για να ολοκληρωθεί η 

διαδικασία και να δηµιουργηθεί µία σωστά αναδιπλωµένη και λειτουργική 

πρωτεΐνη, εξαρτάται πλήρως από τον τελικό προορισµό της. Οι πρωτεΐνες οι οποίες 

πρόκειται να ενσωµατωθούν σε οποιοδήποτε από τα 3 µέρη της κυτταρικής 

µεµβράνης φέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο συγκεκριµένες σηµατοδοτικές 

αλληλουχίες, οι οποίες και ορίζουν την πορεία και την ενσωµάτωση των πρωτεϊνών 

αυτών. 

Η αναδίπλωση των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών είναι µία περίπλοκη 

διαδικασία κατά την οποία η πρωτεΐνη µπορεί να οδηγηθεί σε ποικίλες µη 

λειτουργικές διαµορφώσεις47. Στη περίπτωση των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, η 

φυσιολογική τους τοπολογία5 τις καθιστά εξαιρετικά επιρρεπείς στη συσσωµάτωση. 

Για να αποφευχθεί το φαινόµενο αυτό, οι οργανισµοί είναι εξοπλισµένοι µε 

µοριακούς συνοδούς και άλλα µόρια, όπως λιπίδια και µόρια RNA48, 49,  τα οποία και 

συνδέονται µε τη νεοσύστατη πρωτεΐνη, και τη βοηθούν να αναδιπλωθεί σωστά και 
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να οδηγηθεί µε ασφάλεια στον προορισµό της48. Μερικές µοριακές συνοδοί 

επιταχύνουν την αναδίπλωση των πρωτεϊνών, ενώ κάποιες άλλες εµποδίζουν την 

πρόωρη αναδίπλωση τους. Επίσης, υπάρχουν µοριακές συνοδοί που είναι 

προσδεµένοι πάνω στο ριβόσωµα και έτσι αλληλοεπιδρούν µε την πολυπεπτιδική 

αλυσίδα κατά την έξοδό της, δηλαδή µε ένα συν-µεταφραστικό τρόπο, ενώ άλλοι 

µοριακοί συνοδοί δρουν µετα-µεταφραστικά. Η σηµασία των µοριακών συνοδών στην 

εύρυθµη λειτουργία ενός οργανισµού είναι τεράστια, καθώς η έλλειψή τους οδηγεί 

σε εκτεταµένη δηµιουργία πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων, µη σωστή αναδίπλωση 

σηµαντικών πρωτεϊνών και µη αποδόµηση και αποµάκρυνση προβληµατικών 

πρωτεϊνών. Στο E. coli συναντώνται 3 βασικά συστήµατα µοριακών συνοδών: το 

σύστηµα DnaK/DnaJ/GrpE, το σύστηµα GroEL/ES και η πρωτεΐνη Trigger Factor. 

Τα 3 αυτά συστήµατα συνεργάζονται µεταξύ τους, διαµορφώνοντας ένα δίκτυο, το 

οποίο, όπως έγινε προσφάτως γνωστό, µετέχει και στο µονοπάτι βιογένεσης κάποιων 

πρωτεϊνών του κυτταρικού φακέλου50, 51.  

Στο E. coli υπάρχουν τρεις µηχανισµοί για τη µεταφορά πρωτεϊνών διαµέσου 

της κυτταρικής µεµβράνης: το µονοπάτι Sec (secretory pathway), το µονοπάτι SRP 

(signal recognition particle pathway) και το µονοπάτι Tat (twin-arginine 

trlalocation pathway). Μέσω του µονοπατιού SRP πραγµατοποιείται 

συµµεταφραστική πρωτεϊνική µεταφορά, µέσω του Tat µετα-µεταφραστική, ενώ 

µέσω του Sec είτε συν- είτε µετα-µεταφραστική µεταφορά, ανάλογα µε τις ιδίοτητες 

της προς µεταφορά πρωτεϊνης6, 52, 53. Στα βακτήρια, το τρανσλοκόνιο Sec αποτελεί το 

σύµπλοκο SecYEG54. Εν αντιθέσει µε τις περισσότερες πρωτεΐνες που εκκρίνονται 

από την κυτταροπλασµατική µεµβράνη, οι οποίες ακολουθούν τη µετα-

µεταφραστική στόχευση55, οι µεµβρανικές πρωτεΐνες δε µπορούν να παραχθούν στο 
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κυτταρόπλασµα λόγω της υδρόφοβης φύσης τους µε αποτέλεσµα να ακολουθούν τη 

συν-µεταφραστική στόχευση. 

Οι πρωτεΐνες που εδράζονται στον κυτταρικό φάκελο πρέπει να οδηγηθούν 

από το κυτταρόπλασµα, όπου και συντίθενται, στον τελικό τους προορισµό. Η 

βιογένεση των περισσοτέρων διαµεµβρανικών πρωτεινών πραγµατοποιείται από 

ριβοσώµατα τα οποία βρίσκονται συνδεδεµένα µε τη µεµβράνη56. Ο καθορισµός για 

το ποια πρωτεΐνη θα σταλεί πού, γίνεται µε βάση µία αλληλουχία-σήµα στο 

αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης, η οποία αλληλουχία αποκόπτεται στην περίπτωση 

των εκκρινόµενων πρωτεϊνών ή των πρωτεϊνών της εξωτερικής µεµβράνης57. 

Οι πολυτοπικές µεµβρανικές πρωτεΐνες ενσωµατώνονται στη µεµβράνη µε  

συν-µεταφραστική στόχευση, µέσω του σωµατιδίου αναγνώρισης σήµατος (SRP)58. 

Το SRP αναγνωρίζει την αλληλουχία-σήµα που φέρει η εκάστοτε νεοσύστατη 

πρωτεΐνη, όταν αυτή εξέρχεται του ριβοσώµατος, και τελικά την οδηγεί στο 

τρανσλοκόνιο Sec. Πιστεύεται πως η αναγνώριση από το SRP βασίζεται στο ότι η 

αλληλουχία-σήµα είναι εξαιρετικά υδρόφοβη59. Σε συνδυασµό µε τον υποδοχέα του, 

FtsY, συντονίζει την παράδοση των νεοσύστατων πρωτεϊνών στο τρανσλοκόνιο Sec. 

Η πρόσδεση του SRP στον υποδοχέα FtsY  συνδέεται µε την υδρόλυση του GTP60, 61 

: κατά την άφιξη της νέοσύστατης πρωτεΐνης στη µεµβράνη, η υδρόλυση του GTP 

προκαλεί αλλαγές στη διαµόρφωση του SRP και του FtsY και έτσι αυτά 

αποσυνδέονται, δίνοντας έτσι την ευκαιρία στο ριβόσωµα να συνεχίσει τη 

µετάφραση. Ταυτοχρόνως η πρωτεΐνη ενσωµατώνεται στο τρανσλοκόνιο SEC, 

δηµιουργώντας το πρώτο διαµεµβρανικό τµήµα της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. Η 

διαδικασία αυτή συνεχίζεται µέχρις ότου να ενσωµατωθεί όλη η πρωτεΐνη εντός της 

µεµβράνης. Η YidC είναι µία πρωτεΐνη η οποία είναι επίσης ιδιαιτέρως σηµαντική 
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κατά τη διαδικασία της ενσωµάτωσης νέων πρωτεϊνών στη µεµβράνη, δρώντας είτε 

σε συνεργασία µε το τρανσλοκόνιο Sec, είτε ανεξάρτητα62 (Σχήµα 5). 

Η σωστή τοπολογία µίας πρωτεΐνης είναι απαραίτητη για την εύρυθµη 

λειτουργία της. Ένα διαµεµβρανικό τµήµα έχει δύο πιθανές κατευθύνσεις όταν 

ενσωµατώνεται στη µεµβράνη: είτε το αµινο-τελικό του άκρο να βρεθεί στο 

κυτταρόπλασµα µε το καρβοξυτελικό άκρο να είναι στο περίπλασµα, είτε το 

ανάποδο. Η κατεύθυνση που θα έχει τελικά ορίζεται βάση του µήκους, της 

κατανοµής των φορτισµένων αµινοξέων, της υδροφοβικότητάς του και της λιπιδικής 

σύνθεσης της µεµβράνης όπου ενσωµατώνεται63. Τα θετικώς φορτισµένα τµήµατα 

συνήθως εντοπίζονται στην κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης (positive 

inside rule). Μία πιθανή εξήγηση γι αυτό το φαινόµενο αποτελεί το γεγονός πως τα 

δίπολα, τα οποία σχηµατίζονται και βρίσκονται συνδεδεµένα µε τα λιπίδια, 

καθιστούν τη µεµβράνη πιο διαπερατή από ανιόντα, παρά από κατιόντα64. Η 

κατεύθυνση που θα πάρει το πρώτο διαµεµβρανικό τµήµα µίας πρωτεΐνης, συνήθως 

ορίζει και την τοπολογία των επόµενων διαµεµβρανικών τµηµάτων που την 

ακολουθούν, χωρίς αυτό να σηµαίνει πως δεν υπάρχει η πιθανότητα να επέλθουν 

αλλαγές στην πορεία65. 
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Σχήµα 5: Παραλαβή και ενσωµάτωση νέων πρωτεϊνών µε συν-
µεταφραστικό τρόπο στο βακτήριο Escherichia coli.

Το SRP αναγνωρίζει την αλληλουχία-σήµα στο αµινοτελικό άκρο της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας, και το σύµπλοκο, είτε µεταφέρεται στο SecYEG µε τη 
βοήθεια του FtsY, υποδοχέα του SRP, είτε µεταφέρεται κατευθείαν στην πρωτεΐνη 
YidC . 
  

Περίπλασμα

Κυτταρόπλασμα

Περιβάλλον

Εσωτερική μεμβράνη

Εξωτερική μεμβράνη

Πεπτιδογλυκάνη

Yi
dC

Yi
dC SecYEG

S
R

P

N

Ft
sY

Ριβόσωμα

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 44 - 

2.3 To πρόβληµα της κυτταροτοξικότητας   
 

Το βακτήριο E. coli, όπως αναφέθηκε παραπάνω, χρησιµοποιείται ευρέως ως 

οργανισµός υπερπαραγωγής πρωτεϊνών, καθώς χαρακτηρίζεται από πληθώρα 

πλεονεκτηµάτων. Παρόλα αυτά, η παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µέσω του 

συγκεκριµένου οργανισµού έχει συχνά ως αποτέλεσµα τη σοβαρή τοξικότητα για τον 

οργανισµό και τη χαµηλή κυτταρική παραγωγικότητα. Η τοξικότητα αυτή οδηγεί 

τις περισσότερες φορές, ειδικά κατά την υπερπαραγωγή ευκαρυωτικών πρωτεϊνών, 

σε πλήρη παύση του βακτηριακού πολλαπλασιασµού και κατά συνέπεια σε 

σηµαντικότατη µείωση της τελικής βιοµάζας, άρα και της  παραγόµενης πρωτεΐνης 

σε ογκοµετρική απόδοση17, 66-69. Τα αίτια αυτού του φαινοµένου δεν είναι ακόµα 

γνωστά αλλά υπάρχουν αρκετές εικασίες. Μία υπόθεση αποτελεί η άποψη πως ίσως 

η τοξικότητα αυτή οφείλεται στις βιοχηµικές ιδιότητες των, υπό παραγωγή, 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών68, 70.  Άλλη πιθανή εξήγηση αποτελεί η κατάρρευση του 

µηχανισµού της ενσωµάτωσης των νεοσύστατων πρωτεϊνών στη µεµβράνη µέσω του 

τρανσλοκονίου Sec, η οποία ίσως συνδέεται µε ανεπάρκεια της ενέργειας που 

απαιτείται, µε δυσλειτουργία του µηχανισµού της αναπνοής του κυττάρου, και 

µειωµένη λειτουργικότητα του κυτταρικού φακέλου και της κυτταρικής διαίρεσης, 

καθώς επίσης και µε τη δηµιουργία πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων66, 71, 72. Επίσης, 

η κατάρρευση του µηχανισµού βιοσύνθεσης, ως αποτέλεσµα του αυξηµένου 

µεταγραφικού ρυθµού των γονιδίων71 και της αυξηµένης χρήσης των 

ριβοσωµάτων73, αποτελεί µία επιπλέον πιθανή εξήγηση. 
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2.4. Τα υπάρχοντα στελέχη E. coli 
 

 Στην προσπάθεια να υπερπαραχθούν αποτελεσµατικά µεµβρανικές 

πρωτεΐνες στον οργανισµό E. coli, ποικίλες προσεγγίσεις έχουν ακολουθηθεί, οι 

οποίες περιλαµβάνουν και τροποποίηση του ίδιου του οργανισµού E. coli. Αυτό 

µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω ποικίλων τρόπων, κάποιοι εκ των οποίων είναι  η 

χηµική µεταλλαξιγένεση ή η µεταλλαξιγένεση µέσω τρανσποζονίων σε γονίδια του 

E. coli74, 75 . Επιπροσθέτως, άλλες προσεγγίσεις που έχουν χρησιµοποιηθεί 

αποτελούν η τροποποίηση του µονοπατιού βιοσύνθεσης των διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών, η συµπαραγωγή άλλων E .coli πρωτεϊνών76, η κατασκευή χιµαιρικών 

κατασκευών της µεµβρανικής πρωτεΐνης µε κάποια άλλη που παράγεται 

αποδεδειγµένα εύκολα και τη «συµπαρασύρει» σε σωστή αναδίπλωση77, η 

τροποποίηση της δράσης των µοριακών συνοδών78,  η µείωση του ρυθµού πρόσληψης 

ποικίλων σηµαντικών θρεπτικών συστατικών (π.χ. του µονοσακχαρίτη της 

γλυκόζης) από τον οργανισµό E. coli 79, η ρύθµιση της δράσης της Τ7 RNA 

πολυµεράσης (RNAP) από την Τ7 λυσοζύµη71, 80 κ.α.. Παρόλα αυτά, οι προσεγγίσεις 

που περιλαµβάνουν τροποποίηση του φορέα έκφρασης είναι αρκετά απαιτητικές 

εξαιτίας της πολυπλοκότητας που χαρακτηρίζει τη διαδικασία βιοσύνθεσης 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, όπου απαιτείται πλήρης συντονισµός και ακρίβεια για 

να ολοκληρωθεί επιτυχώς η σύνθεση, αναδίπλωση και τελικώς η εισαγωγή της 

εκάστοτε πρωτεΐνης εντός της µεµβράνης,  

Τα πιο ευρέως χρησιµοποιούµενα βακτηριακά στελέχη για την επιτυχή 

υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών είναι αυτά που έχουν προκύψει από το 

στέλεχος BL21(DE3), το οποίο στερείται τις πρωτεάσες Lon και OmpT, µε τα πλέον 

γνωστά να είναι τα στελέχη C41(DE3) και C43(DE3)67. Στο στέλεχος BL21(DE3)  η 
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επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου που κωδικοποιεί για την παραγωγή της 

εκάστοτε πρωτεΐνης είναι υπό τον έλεγχο της RNA πολυµεράσης του 

βακτηριοφάγου Τ7 (T7 RNAP). Η T7 RNAP αναγνωρίζει συγκεκριµένα τον T7 

υποκινητή και µεταγράφει πολύ πιο γρήγορα από την ενδογενή E. coli RNAP81, 82. 

Η έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την T7 RNAP πραγµατοποιείται 

επάγοντας τον υποκινητή lacUV5 µετά από προσθήκη isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG)83. Η χρήση του συγκεκριµένου στελέχους βασίζεται 

στη συλλογιστική πως η περισσότερη παραγωγή mRNA συνεπάγεται και παραπάνω 

ποσότητα τελικής πρωτεΐνης, γεγονός που απεδείχθη πως, στη περίπτωση των 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, δε µπορεί να εφαρµοστεί καθώς έχει παρατηρηθεί πως 

υπήρχαν σοβαρά προβλήµατα στη λειτουργία και την αναδίπλωση των πρωτεϊνών,  

και πως η υπερφόρτωση του µηχανισµού βιοσύνθεσης, οδηγεί τελικά σε 

κατάρρευση66. 

Με τη χρήση του στελέχους BL21(DE3) για την υπερπαραγωγή τοξικών 

πρωτεϊνών, οι Miroux και Walker κατάφεραν να αποµονώσουν δύο νέα στελέχη, τα 

C41(DE3) και C43(DE3). Τα εν λόγω στελέχη, βρέθηκαν ικανά να ανθίστανται στην 

τοξικότητα και να παράγουν επιτυχώς την επιθυµητή πρωτεΐνη67. Πολλά χρόνια 

αργότερα, βρέθηκε πως οι βελτιωµένες ιδιότητες των στελεχών αυτών οφείλονταν σε 

µεταλλάξεις που βρίσκονταν στον υποκινητή lacUV5, καθιστώντας τον πιο αδύναµο, 

άρα τα επίπεδα έκφρασης ήταν µειωµένα, και συνεπώς, η ολική µεταγραφική 

ικανότητα της T7 RNA πολυµεράσης, µε αποτέλεσµα να παράγεται λιγότερο mRNA 

που αντιστοιχεί στην υπό παραγωγή πρωτεΐνη. Τα αποτελέσµατα της χρήσης των 

στελεχών αυτών υπέδειξαν πως υπάρχει ένα ανώτατο όριο στα επίπεδα του mRNA 

της παραγόµενης πρωτεΐνης που µπορεί να οδηγήσει σε αυξηµένα επίπεδα 
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παραγωγής διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, και πέραν αυτού, διαταρράσεται η 

διαδικασία πρωτεϊνικής παραγωγής, και τελικώς, η φυσιολογία του οργανισµού.69, 

71. Τα στελέχη είναι εµπορικά διαθεσιµα από την εταιρεία Lucigen 

(https://www.lucigen.com/OverExpress-C41-DE3-and-C43-DE3-Competent-

Cells). Βασιζόµενοι στην παρατήρηση πως στα στελέχη C41(DE3) και C43(DE3) ο 

υποκινητής που ελέγχει την έκφραση της Τ7 RNAP είναι αποδυναµωµένος, 

δηµιουργήθηκε το στέλεχος Lemo21(DE3), το οποίο προέρχεται κι αυτό από το 

στέλεχος BL21(DE3). Σε αυτό το στέλεχος, η δράση της Τ7 RNAP µπορεί να 

ρυθµιστεί πλήρως από το φυσικό της αναστολέα, την Τ7 λυσοζύµη. Συγκεκριµένα, 

το γονίδιο που κωδικοποιεί για την Τ7 λυσοζύµη βρίσκεται σε ένα πλασµίδιο  υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή της ραµνόζης. Έτσι, ρυθµίζοντας την ποσότητα της 

ραµνόζης, ελέγχεται τελικώς και η µεταγραφική ταχύτητα του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη-στόχο71, 84. Το στέλεχος αυτό είναι εµπορικά 

διαθεσιµο από την εταιρεία New England Biolabs (NEB) 

(https://international.neb.com/products/c2528-lemo21de3-competent-e-

coli#Product%20Information).  

Το στέλεχος Mutant56(DE3) αποµονώθηκε προσφάτως και προέρχεται κι 

αυτό από το στέλεχος BL21(DE3). Η λειτουργία του βασίζεται σε µία αµινοξική 

αντικατάσταση στην T7 RNAP, η οποία καθιστά πιο αδύναµη την πρόσδεση της T7 

RNAP στον υποδοχέα Τ7. Για τις περισσότερες µεµβρανικές πρωτεΐνες που 

δοκιµάστηκαν να παραχθούν σε αυτό το στέλεχος, οι συνολική αποδόσεις  φαίνεται 

να ξεπερνούν τις αποδόσεις των στελεχών C41(DE3) και C43(DE3)85. 

Ένα άλλο σύστηµα είναι αυτό όπου χρησιµοποιείται αυτό-επαγόµενο 

θρεπτικό µέσο (auto-induction media), και σε ορισµένες περιπτώσεις έχει 
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αποδειχτεί πως ίσως είναι και πολύ πιο αποτελεσµατικό από την έκφραση 

χρησιµοποιώντας IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)86. Σε αυτό το 

θρεπτικό µέσο εµπεριέχεται ένας συνδυασµός λακτόζης και γλυκόζης, σε ορισµένες 

αναλογίες. Όταν τα βακτήρια καταναλώσουν όλη την ποσότητα της γλυκόζης, τότε 

στρέφονται στην κατανάλωση της λακτόζης για παραγωγή ενέργειας, κι αυτοµάτως 

ξεκινά η επαγωγή της πρωτεϊνικής παραγωγής, µε παρόµοιο τρόπο όπως και µε τη 

χρήση του IPTG.  

Μία διαφορετική προσέγγιση, προκειµένου να βελτιωθούν οι συνολικές 

αποδόσεις σε  επίπεδα πρωτεΐνης, αποτελεί  η δηµιουργία γενετικών τροποποιήσεων 

στον οργανισµό E. coli.   Έτσι, έχουν δηµιουργηθεί ποικίλα στελέχη. Η 

συµπαραγωγή γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες οι οποίες µετέχουν, 

εικάζεται πως µετέχουν, ή και όχι,  στη διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης, όπως για 

παράδειγµα η πρωτεάση FtsH, η φωσφατάση NagD, τµήµα της λιποπρωτεΐνης NlpD, 

την DNA-συνδεόµενη YbaB κ.α., είχε ως αποτέλεσµα την αυξηµένη παραγωγή 

πολλών και διαφορετικών διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στον οργανισµό E. coli.87, 88.  

Μία άλλη στρατηγική αποτελεί η κατάργηση της φυσιολογικής δράσης 

γονιδίων στον οργανισµό E. coli που κωδικοποιούν είτε για πρωτεάσες, οι οποίες 

ίσως επηρεάζουν αρνητικά την πρωτεϊνική παραγωγή, είτε για άλλες πρωτεΐνες, 

όπως για παράδειγµα η διαγραφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη 

Trigger Factor (µειώνοντας έτσι τον ανταγωνισµό της δράσεως της πρωτεΐνης 

Trigger Factor έναντι  της δράσεως του σωµατιδίου αναγνώρισης σήµατος (SRP)) 78, 

είτε η παύση της δράσης του γονιδίου που κωδικοποιεί για  την συν-µοριακό συνοδό 

DnaJ74.  
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Κεφάλαιο 3 - Τα στελέχη SuptoxD και 
SuptoxR 

 
3.1  Η ανάπτυξη των στελεχών SuptoxD και SuptoxR 
 
 

Προκειµένου να κατασκευαστούν βακτηριακά στελέχη τα οποία να 

διακρίνονται από βελτιωµένες ιδιότητες όσον αφορά στην καταπολέµηση της 

τοξικότητας που επιφέρει η ετερόλογη παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στον 

οργανισµό E. coli, καθώς επίσης και στην επιτυχή υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών, ακολουθήθηκε προσέγγιση κατευθυνόµενης εξέλιξης για την πιθανή 

εύρεση µεµονωµένων E. coli γονιδίων, τα οποία κατά την υπερέκφρασή τους, να 

καταστέλλουν την επαγόµενη κυτταροτοξικότητα. 

 Για το σκοπό αυτό, η Δρ. Δήµητρα Γιαλαµά χρησιµοποίησε ως πρωτεΐνη-

µοντέλο τον ανθρώπινο υποδοχέα της βραδυκινίνης 2 (BR2)76. Ο υποδοχέας αυτός, 

κατά την υπερέκφρασή του στον οργανισµό E. coli, έχει αποδειχθεί εξαιρετικά 

τοξικός (Σχήµα 6), παρά το γεγονός ότι συσσωρεύεται σε πολύ µικρές ποσότητες στη 

µεµβράνη, χαρακτηριστικό που τον καθιστά άριστο µοντέλο για τη συγκεκριµένη 

πειραµατική προσέγγιση που ακολουθήθηκε (Σχήµα 6). Χρησιµοποιώντας την 

πρωτεΐνη BR2, η Δρ Δήµητρα Γιαλαµά ανέλυσε µία βιβλιοθήκη πλασµιδίων, ονόµατι 

ASKA (A Complete Set of Escherichia coli K- 12 ORF Archive). Η βιβλιοθήκη αυτή 

επιλέχθηκε καθώς αποτελεί µία συλλογή πλασµιδίων όπου κάθε πλασµίδιο 

εµπεριέχει κι ένα διαφορετικό ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης του E. coli89, 
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περιλαµβάνοντας έτσι περίπου 4000 πλασµίδια, άρα και όλα τα ανοικτά πλαίσια 

ανάγνωσης του βακτηρίου E. coli.  

 

 
Σχήµα 6: Η υπερπαραγωγή της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης BR2 προκαλεί 
σοβαρή κυτταροτοξικότητα. 

Κύτταρα MC1061 E. coli τα οποία υπερπαράγουν τον ανθρώπινο υποδοχέα BR2 σε 
στερεό θρεπτικό µέσο LB, χωρίς την προσθήκη (αριστερά) και µε την προσθήκη 
(δεξιά) του επαγωγέα L- Αραβινόζης που ορίζει την παραγωγή ή µη της πρωτεΐνης. 
Το παραπάνω πείραµα διεξήχθη από τη Δρ. Δήµητρα Γιαλαµά.  Προσαρµοσµένο 
σχήµα από Gialama et al.90

 
 

Το γονίδιο που κωδικοποιούσε για την παραγωγή της πρωτεΐνης BR2 

βρισκόταν κλωνοποιηµένο σε κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα, και συγκεκριµένα  στο 

πλασµίδιο pBAD33BR2-KanR, όπου και ήταν υπό τον έλεγχο του araBAD 

υποκινητή και του επαγωγέα του, της L(+) Αραβινόζης. Το συγκεκριµένο πλασµίδιο 

κατασκευάστηκε µε τέτοιο τρόπο ώστε η παραγόµενη πρωτεΐνη να είναι χιµαιρική, 

και να φέρει στο αµινοτελικό της άκρο (N-terminus) τον επίτοπο FLAG για τον 

ανοσοεντοπισµό της, και στο καρβοξυτελικό της άκρο (C-terminus) το ένζυµο 

aminoglycoside 3’-phosphotransferase, το οποίο και προσδίδει στην παραγόµενη 

πρωτεΐνη ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό καναµυκίνη (KanR) κι έτσι µπορεί να 
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πιστοποιηθεί η παραγωγή πλήρους µήκους πρωτεΐνης BR275. Έχοντας προσδιορίσει, 

µετά από σειρά πειραµάτων, τη βέλτιστη συγκέντρωση του επαγωγέα της 

αραβινόζης, καθώς και του αντιβιοτικού της καναµυκίνης, που χρειαζόταν 

προκειµένου να γίνεται εµφανής η  τοξικότητα που προκαλείται από την παραγωγή 

της βραδυκινίνης και ταυτοχρόνως να µην επηρεάζεται η οµαλή ανάπτυξη των 

κυττάρων, ακολούθησαν οι πειραµατικές διαδικασίες της κατευθυνόµενης εξέλιξης. 

Προκειµένου να µελετηθεί ο βαθµός της κυτταροτοξικότητας που 

προκαλείται στον οργανισµό E. coli από την παραγωγή της πρωτεΐνης BR2 και να 

οριστεί ο συγκεκριµένος φαινότυπος, E. coli κύτταρα ΜC1061 µετασχηµατίστηκαν 

µε τον πλασµιδιακό φορέα pBAD33BR2-KanR. Τα κύτταρα που προέκυψαν 

µεγάλωσαν σε τρυβλία τα οποία µέσα στο LB θρεπτικό µέσο, είτε περιείχαν τον 

επαγωγέα αραβινόζη, είτε όχι, µε σκοπό να αποτυπωθεί ο φαινότυπος της παραγωγής 

της BR2 (εµφανής τοξικότητα του οργανισµού E. coli) και να συγκριθεί µε τη µη 

ύπαρξη τοξικότητας όταν η πρωτεΐνη δεν παράγεται (απουσία του επαγωγέα L- 

Αραβινόζης) (Σχήµα 6). Αφού αποτυπώθηκε ο φαινότυπος, και διαπιστώθηκε πως 

ήταν προφανής και σε υγρές καλλιέργειες αντίστοιχα παρουσίας ή µη του 

αντιβιοτικού της καναµυκίνης, ακολούθησε αναζήτηση πιθανών γονιδίων-

καταστολέων από τη χρήση της βιβλιοθήκης ASKA.  

Κατά τη διαδικασία αυτή, επιδεκτικά κύτταρα MC1061 µετασχηµατίστηκαν 

µε τη πρωτεΐνη-µοντέλο BR2 (pBAD30BR2-Kan) καθώς και µε τη βιβλιοθήκη 

ASKA, της οποίας όλα τα ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης βρίσκονταν υπό τον έλεγχο 

του T5lac υποκινητή. Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα µεγάλωσαν σε τρυβλία τα 

οποία µέσα στο LB θρεπτικό µέσο, περιείχαν τα αντιβιοτικά που εξασφάλιζαν τη 

διατήρηση των πλασµιδίων που χρησιµοποιήθηκαν, κατάλληλη συγκέντρωση του 
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επαγωγέα L- Αραβινόζη (επαγωγή διαµεµβρανικής πρωτεΐνης BR2), το αντιβιοτικό 

καναµυκίνη σε χαµηλή συγκέντρωση προκειµένου να εξασφαλιστεί πως η 

παραγόµενη πρωτεΐνη BR2 είναι πλήρους µήκους, καθώς και τρεις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (0, 0.01, 0.1 mM) του επαγωγέα IPTG, προκειµένου να επαχθεί η 

υπερέκφραση των γονιδίων που εµπεριέχει η βιβλιοθήκη ASKA. Μετά τη δοκιµή 

των τριών αυτών διαφορετικών συγκεντρώσεων επαγωγέα, βρέθηκε πως οι χαµηλές 

συγκεντρώσεις βοηθούν στην οµαλή ανάπτυξη των κυττάρων, κι έτσι µπορεί να 

ανιχνευθεί εύκολα η ευεργετική δράση πιθανών γονιδίων-καταστολέων της 

βιβλιοθήκης. Μετά το πέρας 48 ωρών επώασης των τρυβλίων στους 30 oC, επήλθε ο 

σχηµατισµός αποικιών. Η πλειοψηφία απαρτιζόταν από µικρού µεγέθους αποικίες, 

που χαρακτηρίζονταν από εµφανή φαινότυπο τοξικότητας για τον οργανισµό E. coli 

από την παραγωγή της πρωτεΐνης BR2, ενώ ανάµεσά τους ξεχώριζαν και 140 

αποικίες εµφανώς µεγαλύτερου µεγέθους. Οι αποικίες αυτές επιλέχθηκαν, 

ακολούθησε καλλιέργειά τους σε υγρό θρεπτικό µέσο, και εν συνεχεία 

αποµονώθηκαν τα πλασµίδια της βιβλιοθήκης ASKA που αυτές περιείχαν. Αφότου 

εξασφαλίστηκε, µε διαφορετικές πειραµατικές προσεγγίσεις, πως ο παρατηρούµενος 

φαινότυπος της καταστολής της τοξικότητας που παρατηρείτο οφειλόταν στα γονίδια 

από τη βιβλιοθήκη ASKA που έφεραν αυτές οι επιλεγµένες αποικίες, κι όχι σε 

τυχαίες µεταλλάξεις που είχαν προκύψει στο πλασµίδιο που κωδικοποιούσε για την 

πρωτεΐνη BR2 ή στο χρωµόσωµα των κυττάρων, ακολούθησε ενδελεχής µελέτη των 

επιλεγµένων ASKA γονιδίων. 

Καθώς υπήρχε πιθανότητα τα επιλεγµένα γονίδια να βελτιώνουν τον 

φαινότυπο της κυτταροτοξικότητας εξαιτίας της µείωσης που προκαλούν στη 

µεταγραφή ή/και στη µετάφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την παραγωγή 
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BR2, παρακολουθήσαµε τη συσσώρευση της BR2 παρουσία ή µη των επιλεγµένων 

γονιδίων µετρώντας τον φθορισµό κυττάρων MC1061 τα οποία υπερεκφράζουν τη 

χιµαιρική κατασκευή BR2-GFP. Σε αυτή την κατασκευή, προκειµένου να µπορεί 

να παρακολουθηθεί εύκολα και γρήγορα η πρωτεϊνική παραγωγή, η πρωτεΐνη BR2  

βρίσκοταν συζευγµένη µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο 

καρβοξυτελικό της άκρο (C terminus). Η επιλογή χρήσης της χιµαιρικής αυτής 

κατασκευής βασίστηκε στο γεγονός πως ο φθορισµός που ανιχνεύεται σε µία 

καλλιέργεια E. coli κυττάρων που εκφράζουν µία τέτοια πρωτεΐνη έχει αποδειχθεί 

πως συσχετίζεται άµεσα µε την ποσότητα της πρωτεΐνης που παράγεται και 

ενσωµατώνεται στη µεµβράνη (Σχήµα 8, πάνω)91, 92. Έτσι, επιδεκτικά E. coli κύτταρα 

MC1061 µετασχηµατίστηκαν µε το πλασµίδιο pBAD30BR2-GFP και µε καθένα από 

τα 100 διαφορετικά ASKA πλασµίδια που επιλέχθηκαν και δεν έφεραν µεταλλάξεις, 

καθώς και µε πλασµίδια- µάρτυρες που είχαν επιλεχθεί τυχαία από την ASKA. Από 

τα 100 διαφορετικά πλασµίδια που δοκιµάστηκαν, µόνο κατά την χρήση των 15 

παρατηρήθηκε σαφής καταστολή της επαγόµενης κυτταροτοξικότητας και αύξηση 

του κυτταρικού φθορισµού, κατά ίσο ή και σαφώς µεγαλύτερο βαθµό, συγκριτικά µε 

τα κύτταρα που έφεραν τα τυχαία πλασµίδια-µάρτυρες. Εν συνεχεία, τα 15 αυτά 

πλασµίδια αποµονώθηκαν και τα γονίδια που περιείχαν αλληλουχήθηκαν. 

Κατά την αλληλούχιση, διαπιστώθηκε πως οι 4 από τους 15 κλώνους 

περιείχαν το γονίδιο djlA, ενώ οι υπόλοιποι 11 το γονίδιο  rraA. Τα γονίδια αυτά 

διακρίνονταν για 2 βασικές ιδιότητές: ως καταστολείς της τοξικότητας, και εν 

συνεχεία, για την ικανότητά τους να προάγουν σε µεγάλο βαθµό την επιτυχή 

υπερπαραγωγή της BR2 ανά κύτταρο. Μετά από πειραµατικές δοκιµές, 

διαπιστώθηκε επίσης πως η ευεργετική επίδραση των γονιδίων αυτών κατά την 
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υπερπαραγωγή τοξικών πρωτεϊνών, βρέθηκε να είναι ανεξάρτητη του υποκινητή, 

του πλασµιδίου καθώς και του E. coli στελέχους 90.  

Κατά τη συνέκφραση κάθε γονιδίου µε το γονίδιο που κωδικοποιεί για τη 

BR2, παρατηρείται ιδιαιτέρως βελτιωµένη εικόνα στην ανάπτυξη των κυττάρων, 

συγκριτικά πάντα µε τα κύτταρα που δεν εκφράζουν κανένα από τα δύο γονίδια, 

djlA ή rraA (Σχήµα 7).  

 

 

 
Σχήµα 7: Tα γονίδια djlA και rraA, κατά την υπερέκφρασή τους, δρουν ως 
καταστολείς της κυτταροτοξικότητας, προάγοντας την κυτταρική 
ανάπτυξη. 
Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm, από ίσο όγκο καλλιέργειας, όπου 
παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP  µετά από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και  
100*10-4  % w/v (για τις καλλιέργειες χωρίς καταστολείς και για τις καλλιέργειες 
όπου συν εκφράστηκε το γονίδιο djlA) ή 200*10-3  % w/v (για τις καλλιέργειες όπου 
συν εκφράστηκε το γονίδιο rraA)  L(+) αραβινόζης για 16 ώρες στους 25 oC.  Οι 
µετρήσεις έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 
ανεξάρτητες φορές, και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη 
µέση τιµή (± s.e.m.). Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν από τη Δρ. Δήµητρα 
Γιαλαµά. Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et al.90. 
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Επίσης, ως αποτέλεσµα της δράσης του ενός ή του άλλου γονιδίου-

καταστολέα, ανιχνεύεται µεγάλη αύξηση της παραγωγής της BR2 (Σχήµα 8, µέση), 

καθώς επίσης επιβεβαιώθηκε πως ο αυξηµένος κυτταρικός φθορισµός που 

παρατηρήθηκε οφείλεται σε αυξηµένη παραγωγή πλήρους µήκους, σωστά 

ενσωµατωµένης και αναδιπλωµένης διαµεµβρανικής πρωτεΐνης BR2 (µε ή χωρίς τη 

χρήση της πρωτεΐνης GFP ), όπως γίνεται εµφανές και από το σχήµα 8 (κάτω). Η 

διαπίστωση αυτή προέκυψε µετά την ανάλυση της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης BR2 

σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες και ανάλυσή της µετά 

από ανοσοαποτύπωση κατά Western. 
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Σχήµα 8: Η υπερέκφραση των γονιδίων djlA και rraA κατά την παραγωγή 
της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP στον οργανισµό E. coli βοηθούν 
σηµαντικά την κυτταρική αύξηση της παραγωγής της διαδιαµεµβρανικής 
πρωτεΐνης.

(Πάνω) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP. Η πρωτεΐνη 
GFP βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο (C terminus) της BR2, όπου και υπό 
φυσιολογικές συνθήκες, εδράζεται στο κυτταρόπλασµα. Στο ίδιο άκρο έχει προστεθεί 
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κι ένα επίτοπος ιστιδίνης (8xHIS, καθώς κι ένας επίτοπος FLAG στο  αµινοτελικό 
άκρο (N-terminus). (Μέση) Διάγραµµα µέτρησης σχετικού GFP φθορισµού ίσου 
αριθµού κυττάρων τα οποία παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP  µετά από 
προσθήκη αραβινόζης και ανυδροτετρακυκλίνης για 16 h στους 25 °C. Ο φθορισµός 
των κυττάρων που παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη απουσία καταστολέα έχει 
οριστεί ως µονάδα. Οι µετρήσεις έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες, 
τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές, και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική 
απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). (Κάτω) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες, και ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων 
ολικών µεµβρανών από κύτταρα που δεν περιέχουν καταστολέα κι από κύτταρα που 
συνεκφράζουν το γονίδιο djlA ή rraA, προέρχονται από ίσο αριθµό κυττάρων και 
παράγουν την πρωτεΐνη BR2 ή τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP, χρησιµοποιώντας 
τo αντίσωµα αντι-FLAG που στοχεύει στο N-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, ή το 
αντίσωµα αντι-HIS που στοχεύει στο C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, σε δείγµατα 
όπου έχει προηγηθεί βρασµό. Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν από τη Δρ. 
Δήµητρα Γιαλαµά. Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et al.90 
 

 Μετά τη διαπίστωση των πλεονεκτηµάτων των δύο αυτών γονιδίων, 

κατασκευάστηκαν δύο νέα E. coli στελέχη: το SuptoxD, το οποίο φέρει το γονίδιο 

djlA και το SuptoxR που φέρει το γονίδιο rraA (Σχήµα 9).  Στα νέα αυτά στελέχη, 

τα γονίδια djlA και rraA τέθηκαν υπό τον έλεγχο του υποκινητή araBAD, στο 

χαµηλού αριθµού αντιγράφων, πλασµιδιακό φορέα pBAD33, ενώ η εκάστοτε 

διαµεµβρανική πρωτεΐνη προς παραγωγή υπό τον έλεγχο του υποκινητή tet, στον 

υψηλού αριθµού αντιγράφων, πλασµιδιακό φορέα pASK75. Με τη χρήση των δύο 

αυτών στελεχών, διαπιστώθηκαν πολλά πλεονεκτήµατα κατά τη διαδικασία της 

υπερέκφρασης δύσκολων και τοξικών ή µη, διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. 

Συγκεκριµένα, η αυξηµένη ποσότητα της παραγόµενης διαµεµβρανικής πρωτεΐνης, 

συγκριτικά µε τα κύτταρα αγρίου τύπου,  ενσωµατώνεται στη µεµβράνη µε τη σωστή 

τοπολογία Nπερίπλασµα-Cκυτταρόπλασµα 93. Επίσης, διαπιστώθηκε πως οι παραγόµενες 

πρωτεΐνες είχαν σωστά αναδιπλωµένη διαµόρφωση, γεγονός που σηµαίνει πως η 

χρήση των στελεχών SuptoxD και SuptoxR, όχι µόνο βοηθά στην αυξηµένη 
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παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, αλλά ταυτοχρόνως συµµετέχει και στη 

σωστή αναδίπλωση τους. Επιπλέον, εξετάστηκε αν οι σωστά αναδιπλωµένες 

πρωτεΐνες αυτές διατηρούσαν και τη λειτουργικότητά τους ή όχι. Πράγµατι, µε τη 

χρήση του στελέχους SuptoxD για την υπερπαραγωγή του υποδοχέα νευροτενσίνης 

1 (NTR1(D03)), διαπιστώθηκε καταστολή της κυτταροτοξικότητας, σηµαντική 

αύξηση της συνολικής παραγωγής της πρωτεΐνης και εν συνεχεία, πως η 

λειτουργική έκφραση του συγκεκριµένου υποδοχέα ήταν 5 φορές περισσότερη ανά 

κύτταρο συγκριτικά µε τα κύτταρα αγρίου τύπου.  
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Σχήµα 9: Απεικόνιση των E. coli στελεχών SuptoxD και SuptoxR. 

Οι ευεργετικές ιδιότητες των στελεχών SuptoxD και SuptoxR οφείλονται στην 
υπερέκφραση των E. coli γονιδίων djlA και rraA αντίστοιχα. Τα γονίδια 
εκφράζονται από  τους πλασµιδιακούς φορείς pSuptoxD και pSuptoxR και 
βρίσκονται υπό τον έλεγχο του υποκινητή araBAD και του επαγωγέα του, της L(+)  
Αραβινόζης. 
 
 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός πως η ευεργετική δράση των στελεχών 

αυτών είναι ευρείας εφαρµογής: µετά από εξέταση πολλών διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών, τόσο ευκαρυωτικής όσο και προκαρυωτικής προελεύσεως, που 

διακρίνονταν από διαφορετικά χαρακτηριστικά (βιοχηµικές ιδιότητες, αριθµό 

διαµεµβρανικών τµηµάτων, µέγεθος, λειτουργία κτλ.) και κυµαινόµενα επίπεδα 

τοξικότητας, διεπιστώθη αξιοσηµείωτη βελτίωση  στην παραγωγή κάθε υπό µελέτη 

πρωτεΐνης. Συγκεκριµένα, σε όλες τις πρωτεΐνες που εξετάστηκαν, µετά από 

παραγωγή τους στα στελέχη SuptoxD και SuptoxR, συσσωρεύονταν σε αυξηµένα 

επίπεδα, είτε στο ένα, είτε στο άλλο, είτε και στα δύο, συγκριτικά µε τα κύτταρα 

αγρίου τύπου, ανεξαρτήτως στελέχους E. coli90 (Σχήµα 10). 
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Σχήµα 10: Οι ευεργετικές ιδιότητες των στελεχών SuptoxD και SuptoxR 
εφαρµόζονται σε ένα εύρος διαφορετικών διαµεµβρανικών πρωτεϊνών.

Διάγραµµα µέτρησης σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων που προέρχονται από ίσο 
όγκο καλλιέργειας και παράγουν µεµβρανικές πρωτεΐνες συζευγµένες µε GFP,  µετά 
από προσθήκη 100*10-4%w/v (καλλιέργειες αγρίου τύπου και SuptoxD)  ή  200*10-
3  % w/v (καλλιέργειες SuptoxR) L(+) αραβινόζης και 200 µg/L 
ανυδροτετρακυκλίνης για 16 h στους 25°C. Ο φθορισµός των κυττάρων που 
παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP χωρίς τη χρήση καταστολέα ορίστηκε ως µονάδα. 
Οι µετρήσεις έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 
ανεξάρτητες φορές, και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη 
µέση τιµή (± s.e.m.). Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν από τη Δρ. Δήµητρα 
Γιαλαµά και τη Δρ. Καλλιόπη Κωστελίδου.Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et 
al.90 
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3.2 Τα SuptoxD και SuptoxR ξεπερνούν σε αποδόσεις 
τα υπάρχοντα εµπορικά στελέχη 
 

Όπως αναφέρθηκε, προκειµένου να επιτευχθεί υπερπαραγωγή 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στο βακτήριο E. coli και δεδοµένων των σοβαρών 

προβληµάτων που προκύπτουν από τη διαδικασία της υπερέκφρασης, πολλά 

διαφορετικά συστήµατα έχουν σχεδιαστεί. Τα πλέον γνωστά και χρησιµοποιούµενα 

στελέχη E. coli, τα οποία εξειδικεύονται στην παραγωγή δύσκολων και τοξικών 

πρωτεϊνών (στις οποίες συγκαταλέγονται και οι µεµβρανικές), είναι τα C41, C43, 

και Lemo21(DΕ3). Μετά από σειρά πειραµάτων που διεξάγαµε, προσδιορίστηκε για 

κάθε ξεχωριστή µεµβρανοπρωτεΐνη που δοκιµάστηκε, η κατάλληλη συγκέντρωση 

ραµνόζης που απαιτείται κατά τη χρήση του στελέχους Lemo21(DΕ3). 

Εν συνεχεία, πραγµατοποιήθηκε συγκριτική έκφραση κάθε 

µεµβρανοπρωτεΐνης στα στελέχη SuptoxD, SuptoxR, C41, C43 και Lemo21(DΕ3). 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών έδειξαν πως για όλες τις διαµεµβρανικές 

πρωτεΐνες που µελετήσαµε, τόσο προκαρυωτικής όσο ευκαρυωτικής προελεύσεως, 

είτε το στέλεχος SuptoxD είτε το SuptoxR είτε και τα δύο, ξεπέρασαν σηµαντικά σε 

αποδόσεις τα εµπορικώς διαθέσιµα στελέχη (Σχήµα 11). 
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Σχήµα 11: Τα στελέχη SuptoxD και SuptoxR  ξεπερνούν σε αποδόσεις τα 
εµπορικώς διαθέσιµα στελέχη.

Διαγράµµατα συγκριτικής πρωτεϊνικής παραγωγής των στελεχών SuptoxD και 
SuptoxR  µε τα εµπορικά στελέχη C41, C43 και Lemo21 µέσω µέτρησης σχετικού 
GFP φθορισµού κυττάρων που προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και 
παράγουν µεµβρανικές πρωτεΐνες συζευγµένες µε GFP.(α) Συγκριτική µελέτη 
διαφορετικών ποσοτήτων του επαγωγέα L-Ραµνόζης για τη βελτιστοποίηση της 
υπερπαραγωγής της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP από το pETBR2-GFP σε 
κύτταρα Lemo21. (β) Σύγκριση φθορισµού ίσου όγκου κυττάρων SuptoxD και 
SuptoxR που παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP από το pASKBR2-GFP 
µετά από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και εύρους συγκεντρώσεων  L(+) αραβινόζης, για 
16 ώρες στους 25 oC, µε τον φθορισµό ίσου όγκου κυττάρων C41, C43 και Lemo21 
που παράγουν την ίδια πρωτεΐνη από το pETBR2-GFP µετά από προσθήκη 0.4 mM 
IPTG για 16 ώρες στους 25 oC. Η παραγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP 
στα κύτταρα Lemo21 πραγµατοποιήθηκε µε την προσδιορισµένη βέλτιστη 
συγκέντρωση L-Ραµνόζης (όπως αυτή προσδιορίστηκε από το (α)), όπως επίσης και 
απουσία αυτής. (γ)(δ)  Για τη χιµαιρική πρωτεΐνη MotA-GFP  όπως στο (α) (β) 
αντιστοίχως. Τα πειράµατα έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , 
τουλάχιστον 2 ανεξάρτητες φορές,  και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική 
απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν από τη 
Δρ. Δήµητρα Γιαλαµά και την υποψήφια διδάκτορα Μυρσίνη Μίχου. 
Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et al.90 
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3.3 Τα χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών DjlA και RraA 
 
3.3.1 DjlA: µία J-πρωτεΐνη µοναδικών ιδιοτήτων 
 

Η πρωτεΐνη DjlA (DnaJ-like protein A) αποτελεί µέλος µιας µεγάλης 

οικογένειας θερµοεπαγόµενων πρωτεϊνών-συν-µοριακών συνοδών, την οικογένεια 

Hsp40 (Heat shock proteins 40). Τα µέλη αυτής της οικογένειας,  

κατηγοριοποιούνται σε τρεις οµάδες: τύπου 1, 2 και 3. Στις πρωτεΐνες και των 3 

οµάδων βρίσκεται µία περιοχή που ονοµάζεται J υποµονάδα, και η θέση αυτής 

εντοπίζεται είτε στο αµινοτελικό άκρο (N-terminus) (Οµάδες 1 και 2), είτε 

οπουδήποτε µέσα στην αµινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης (Οµάδα 3). Εξαιτίας της 

ύπαρξης αυτής της περιοχής, οι πρωτεΐνες αυτές ονοµάζονται και J-πρωτεΐνες. Η 

DjlA ανήκει στην οµάδα 3 καθώς η J υποµονάδα βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο 

της πρωτεΐνης (C-terminus)(Σχήµα 12). 

 

Σχήµα 12: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής των 3 διαφορετικών οµάδων 
των J- πρωτεϊνών. 

Οι J- πρωτεΐνες αποτελούνται από 3 βασικές υποµονάδες: τη J υποµονάδα (ροζ) όπου 
για τις πρωτεΐνες της οµάδας 1 και 2 εδράζεται στο αµινοτελικό άκρο (N-terminus), 
το κεντρικό τµήµα (πράσινο) και την καρβοξυτελική υποµονάδα (µπλε για τις 
οµάδες 1 και 2 ), όπου για τα περισσότερα µέλη της οµάδας 3, εντοπίζεται και η J 
υποµονάδα. Οι οµάδες 1 και 2 φέρουν και µία υποµονάδα πλούσια  στα αµινοξέα 
γλυκίνη/φαινυλαλανίνη (πορτοκαλί) και η οµάδα 1 φέρει επίσης και µία υποµονάδα 
πρόσδεσης ψευδαργύρου. 
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 Η J υποµονάδα, η οποία περιέχει  ένα συντηρηµένο µοτίβο τριπεπτίδιου His-

Pro-Asp (HPD), αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες της οικογένειας Hsp70 (Heat shock 

proteins 70)94. Οι πρωτεΐνες Hsp70, που αποτελούν  τις πιο καλά µελετηµένες 

µοριακούς συνοδούς, κατέχουν πολύ σηµαντικό ρόλο στην εύρυθµη λειτουργία ενός 

οργανισµού95, 96. Εντοπίζονται από τα αρχαία έως τον άνθρωπο καθώς αποτελούν 

κεντρικό παράγοντα στην κυτταρική απόκριση σε διάφορα είδη στρες. Πιο 

συγκεκριµένα, αλληλοεπιδρούν µε ένα εύρος διαφορετικών πρωτεϊνών προκειµένου 

να συνδράµουν καθοριστικά στη διαδικασία της αναδίπλωσης τους και/ή της 

ελεγχόµενης αποικοδόµησής τους. Υπό στρεσσογόνες συνθήκες, οι µοριακοί συνοδοί 

Hsp70 κατέχουν κεντρικό ρόλο βοηθώντας να αποφευχθεί ο σχηµατισµός και/ή η 

συσσώρευση λανθασµένων πρωτεϊνικών διαµορφώσεων. 

Στον οργανισµό E. coli, υπάρχουν τρεις µοριακοί Hsp70 συνοδοί: η DnaK, η 

HscA και η HscC, µε την πρώτη τελευταία να κατέχει κυριαρχο ρόλο ως η βασική 

µοριακή συνοδός του E. coli97. Εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, (το 25% της 

συνολικής της ποσότητας εντοπίζεται συνδεδεµένο µε τη µεµβράνη98)  και είναι 

απαραίτητη για την επιβίωση των βακτηρίων όταν αυτά υπόκεινται σε αντιξοότητες, 

όπως πχ οι ακραίες θερµοκρασίες ή σε θερµοκρασίες που αποκλίνουν από τη συνήθη 

για την ανάπτυξη των βακτηρίων99. Υπό τις συνθήκες αυτές, η DnaK αποτρέπει τη 

συσσώρευση των λανθασµένως αναδιπλωµένων πρωτεϊνών  και εν συνεχεία, 

συνεισφέρει στη σωστή αναδίπλωσή τους100. Σε φυσιολογικές συνθήκες, η DnaK 

βοηθά στη φυσιολογική ανάπτυξη και οµοιόσταση των κυττάρων, καθώς είναι η 

πλέον άφθονη κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη. Ανάµεσα στις άλλες λειτουργίες που 

επιτελεί, ξεχωρίζει η αναδίπλωση των νεοσύστατων πρωτεϊνών, η µεταφορά 

πρωτεϊνών, ο σχηµατισµός και η αποδόµηση πρωτεϊνικών συµπλόκων, καθώς και η 
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ενεργοποίηση της διαδικασίας της πρωτεόλυσης προβληµατικά αναδιπλωµένων 

πρωτεϊνών. 

Προκειµένου η DnaK να είναι λειτουργική, απαραίτητη προϋπόθεση 

αποτελεί η σύνδεσή της µε µία συν-µοριακό συνοδό Hsp40, µε βασική εκπρόσωπο 

στο E. coli την DnaJ, η οποία και ¨κλειδώνει¨ τη σύνδεση της DnaK µε την εκάστοτε 

πρωτεΐνη, παρέχοντας σταθερότητα στο σύµπλοκο αυτό, όπως επιβεβαιώθηκε και 

προσφάτως µετά από µελέτη κρυστάλλωσης αυτής της αλληλεπίδρασης101. Όπως ήδη 

αναφέρθηκε, οι συν-µοριακοί συνοδοί Hsp40 χαρακτηρίζονται από µία J υποµονάδα 

(J-πρωτεΐνες), η οποία είναι και το τµήµα που αλληλεπιδρά άµεσα µε την DnaK, 

προκαλώντας την ενεργότητα της ATPάσης της, και τελικώς βοηθώντας τη σύνδεση 

της εκάστοτε πρωτεΐνης σε αυτήν, µέσω αλλαγής της διαµόρφωσής της102-104. Μεγάλο 

ενδιαφέρον προκαλεί η παρουσία πολλαπλών διαφορετικών «ζευγών» µοριακού 

συνοδού/ J-πρωτεΐνης, γεγονός που ενισχύει τις εικασίες πως συγκεκριµένα ζεύγη 

εµπλέκονται σε συγκεκριµένες διαδικασίες, εξειδικεύοντας έτσι περισσότερο τους 

ήδη γνωστούς µηχανισµούς. Επιπλέον, οι J-πρωτεΐνες είναι αριθµητικά 

περισσότερες συγκρινόµενες µε τους µοριακούς συνοδούς Hsp70, µε τους οποίους 

και συνδέονται. 

Οι J-πρωτεΐνες που εντοπίζονται στο βακτήριο E. coli είναι οι DnaJ, CbpA, 

DjlA, HscB, DjlB και DjlC. Για τις 3 τελευταίες έχει βρεθεί ότι δεν αλληλοεπιδρούν 

µε τη DnaK97. Αξίζει να σηµειωθεί σε αυτό το σηµείο πως οι DjlB  και DjlC δε 

διαθέτουν το συντηρηµένο µοτίβο τριπεπτίδιου His-Pro-Asp (HPD), αλλά στη θέση 

του εντοπίζεται το τριπεπτίδιο HPE105.  

Όπως περιεγράφηκε, η συνέκφραση του γονιδίου djlA µε το γονίδιο που 

κωδικοποιεί για την εκάστοτε διαµεµβρανική πρωτεΐνη στο στέλεχος SupotxD, έχει 
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ευεργετικό αντίκτυπο στην αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας και την επιτυχή 

υπερέκφραση της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. Παρόλο ότι οι λειτουργίες των DjlA, 

DnaJ και CbpA είναι µερικώς επικαλλυπτόµενες106, δείξαµε πρόσφατα πως η  DjlA 

είναι η µοναδική από τις έξι J-πρωτεΐνες του E. coli  µε αυτές τις ιδιότητες στην 

υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών107, αν και, όπως έχει  γίνει γνωστό, οι 

λειτουργίες των DjlA, DnaJ και CbpA είναι µερικώς επικαλλυπτόµενες106.  

 H DjlA εντοπίζεται στην εσωτερική µεµβράνη του E. coli και  αποτελείται 

από 3 λειτουργικά τµήµατα: (i) Ένα αµινοτελικό (N-terminal) διαµεµβρανικό τµήµα 

(TMD) το οποίο µετέχει στο διµερισµό αυτής108, 109, (ii) ένα κεντρικό τµήµα 

άγνωστης λειτουργίας106 και (iii) ένα  καρβοξυτελικό τµήµα (C-terminal) όπου και 

εδράζεται η J υποµονάδα 97, 110, 111 (Σχήµα 13). 

 

 

Σχήµα 13: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής της πρωτεΐνης DjlA. 

Στο αµινοτελικό της άκρο (N-terminus) εντοπίζεται η διαµεµβρανική υποµονάδα 
(ΤΜD-Transmembrane domain), στο κέντρο της η κεντρική υποµονάδα άγνωστης 
λειτουργίας (Central domain) και στο καρβοξυτελικό της άκρο (C-terminus) η 
υποµονάδα J. 
 

Η DjlA αποτελεί µία συν-µοριακό συνοδό της  DnaK η οποία έχει βρεθεί πως 

κατά την υπερέκφρασή της, εκτός από την ευεργετικότατη δράση της στην 

υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, επάγει την αντίδραση στρες Rcs, 

ενεργοποιώντας την παραγωγή κολανικού οξέος και βοηθώντας πιθανώς στην 

επιβίωση των κυττάρων εκτός του ξενιστή, ή µετέχοντας στον σχηµατισµό 
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βιοφίλµ111, 112. Μεγάλο ενδιαφέρον προκαλεί η διαπίστωση πως η πρωτεΐνη DjlA έχει 

εντοπιστεί σε πολλούς αρνητικούς κατά Gram οργανισµούς κυρίως στα 

πρωτεοβακτήρια, και µάλιστα σε παθογόνα που προσβάλλουν τόσο φυτικούς 

οργανισµούς, όσο και τον άνθρωπο. Συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη DjlA είναι 

απαραίτητη για την τοξικότητα του παθογόνου οργανισµού Vibrio tapetis113, καθώς 

και για την ικανότητα επιβίωσης και ανάπτυξης των οργανισµών Legionella 

dumoffii και Legionella pneumophila114. 

Μετά από τη δηµιουργία παραλλαγών της DjlA (Σχήµα 14) και τη διεξαγωγή 

σειράς πειραµάτων, καταλήξαµε στα εξής συµπεράσµατα: (i) η ύπαρξη ακέραιης της 

DjlA, πλήρους µήκους και συνδεδεµένης µε τη µεµβράνη, είναι απαραίτητη 

προκειµένου να αντιµετωπιστεί η κυτταροτοξικότητα (Σχήµα 15), (ii) η λειτουργική  

αλληλεπίδραση µε την DnaK οδηγεί σε επιτυχή υπερέκφραση διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών (καθώς απεδείχθη πως ελλείψει της DnaK η υπερέκφραση 

µεµβρανοπρωτεϊνών στέφεται µε πλήρη αποτυχία) (Σχήµα 16), (iii) η ύπαρξη µόνο 

µία λειτουργικής J υποµονάδας δεν αρκεί, όπως απεδείχθη από τα πειράµατα µε τις 

άλλες J πρωτεΐνες οι οποίες έφεραν κι αυτές λειτουργικές J υποµονάδες (Σχήµα 

17)., (iv) η ευεργετική δράση της DjlA κατά την υπερέκφραση διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών δεν πραγµατοποιείται µέσω της ενεργοποίησης της αντίδρασης στρες 

Rcs, όπως πιστευόταν, καθώς απεδείχθη πως η ύπαρξη ή µη λειτουργικών RcsB ή 

RcsC110, 111 δεν έχει απολύτως κανένα αντίκτυπο στη διαδικασία της επιτυχούς 

υπερεκφράσεως µέσω της χρήσεως της DjlA107 (Σχήµα 18), (v) το αµινοτελικό (N-

terminal) διαµεµβρανικό τµήµα (TMD) δεν εξυπηρετεί απλά στο να βρίσκεται η 

DjlA στην εσωτερική µεµβράνη, αλλά κατέχει σηµαντικό ρόλο κατά τη διαδικασία 

της υπερεκφράσεως διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Αξίζει να σηµειωθεί σε αυτό το 
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σηµείο, πως το TMD της DjlA περιέχει ένα συντηρηµένο µοτίβο GxxxG,  το οποίο 

και εντοπίζεται και σε οµόλογες πρωτεΐνες άλλων παθογόνων µικροοργανισµών και 

έχει προταθεί πως ίσως βοηθά την DjlA κατά την αλληλεπίδρασή της µε τις 

µεµβρανικές πρωτεΐνες108, 115  

 

 

 
Σχήµα 14: Σχηµατική απεικόνιση των παραλλαγών της πρωτεΐνης DjlΑ

Οι παραλλαγές της πρωτεΐνης DjlA που χρησιµοποιήθηκαν είτε στερούνταν κάποια 
εκ των υποµονάδων τους (ΔJ), (ΔTMD), (Δcentral), είτε περιείχαν υποκατάσταση 
αµινοξέος σε κάποια εκ των υποµονάδων της πρωτεΐνης (Η233Q, M16R),  είτε 
χαρακτηρίζονταν από αντικατάσταση υποµονάδας µε κάποια άλλη, όπως στην 
περίπτωση της παραλλαγής DjlAJDnaJ όπου η J υποµονάδα της DjlA έχει 
αντικατασταθεί από την αντίστοιχη J υποµονάδα της πρωτεΐνης DnaJ. 
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Σχήµα 15: Η ύπαρξη ακέραιης της DjlA κρίνεται απαραίτητη για την 
αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας

Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm (πάνω) και του σχετικού GFP 
φθορισµού (µέση), από ίσο όγκο καλλιέργειας όπου παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη 
BR2-GFP από E. coli κύτταρα BW25113 djlA- µετά από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc 
και 100*10-4 % w/v L (+) αραβινόζης, για 16 ώρες στους 25 oC χωρίς ή µε τη 
συνέκφραση του γονιδίου djlA και των διαφορετικών παραλλαγών του.  Οι µετρήσεις 
έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές 
και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± 
s.e.m.). Η στατιστική σηµαντικότητα αναφέρεται στις διαφορές συγκριτικά µε τα 
δείγµατα όπου δεν έχει χρησιµοποιηθεί καταστολέας, και οποιαδήποτε άλλη 
σύγκριση σηµαίνεται µε µία µπάρα µεταξύ των δειγµάτων που συγκρίνονται. (Κάτω) 
Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, και 
ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από κύτταρα 
MC1061 που δεν περιέχουν καταστολέα κι από κύτταρα χωρίς ή µε τη συνέκφραση 
του γονιδίου djlA και των διαφορετικών παραλλαγών του, τα παράγουν τη χιµαιρική 
πρωτεΐνη BR2-GFP, χρησιµοποιώντας τo αντίσωµα αντι-FLAG που στοχεύει στο N-
τελικό άκρο της πρωτεΐνης, ή το αντίσωµα αντι-GFP που στοχεύει στο C-τελικό άκρο 
της πρωτεΐνης, σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµό. Τα παραπάνω πειράµατα 
διεξήχθησαν από τη Δρ. Δήµητρα Γιαλαµά και την υποψήφια διδάκτορα Μυρσίνη 
Μίχου. Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et al.107  
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Σχήµα 16: Η επιτυχής αλληλεπίδραση της DjlA µε την DnaK οδηγεί σε 
επιτυχή υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. 

Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm (πάνω) και του σχετικού GFP 
φθορισµού (κάτω), από ίσο όγκο καλλιέργειας όπου παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη 
BR2-GFP από E. coli κύτταρα W3110 ή W3110 dnaK- µετά από προσθήκη 0.2 
µg/mL aTc και 100*10-4 % w/v L (+) αραβινόζης, για 16 ώρες στους 25 oC χωρίς ή µε 
τη συνέκφραση του γονιδίου djlA. Οι µετρήσεις έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές 
καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν 
µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). . Τα παραπάνω πειράµατα 
διεξήχθησαν από τη Δρ. Δήµητρα Γιαλαµά. Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et 
al.107 
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Σχήµα 17: Η DjlA είναι η µοναδική J-πρωτεΐνη µε ευεργετικές ιδιότητες 
στην αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας  και στην επιτυχή 
υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών .

(α) Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm και (β) του σχετικού GFP 
φθορισµού (µέση), δειγµάτων που προέρχονται από ίσο αριθµό κυττάρων όπου 
παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP από E. coli κύτταρα MC1061 µετά από 
προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και 100*10-4 % w/v L (+) αραβινόζης, για 16 ώρες στους 25 
oC χωρίς ή µε τη συµπαραγωγή άλλων J-πρωτεΐνων. Οι µετρήσεις έχουν 
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πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές και τα 
σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). .  
(γ)(δ)Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, και 
ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από κύτταρα 
MC1061 που δεν περιέχουν καταστολέα κι από κύτταρα χωρίς ή µε τη συµπαραγωγή 
άλλων J-πρωτεΐνων, τα παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP, 
χρησιµοποιώντας τo αντίσωµα αντι-FLAG που στοχεύει στο N-τελικό άκρο της 
πρωτεΐνης, ή το αντίσωµα αντι-HIS που στοχεύει στο C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, 
σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµό (ε)(ζ) Το ίδιο όπως για (α)(β) για τη 
χιµαιρική πρωτεΐνη CB2-GFP (η)(θ)  Το ίδιο όπως για (α)(β) για τη χιµαιρική 
πρωτεΐνη D03-GFP. . Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν από τη Δρ. Δήµητρα 
Γιαλαµά και την υποψήφια διδάκτορα Μυρσίνη Μίχου. Προσαρµοσµένο σχήµα από 
Gialama et al.107 
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Σχήµα 18: Οι ευεργετικές ιδιότητες της DjlA κατά την υπερέκφραση 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών δεν πραγµατοποιείται µέσω της 
ενεργοποίησης της αντίδρασης στρες Rcs.

Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm (πάνω) και του σχετικού GFP 
φθορισµού (κάτω), από ίσο όγκο καλλιέργειας όπου παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη 
BR2-GFP από E. coli κύτταρα BW25113, BW25113 rcsB- ή BW25113 rcsC -µετά 
από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και 100*10-4 % w/v L (+) αραβινόζης, για 16 ώρες 
στους 25 oC. Οι µετρήσεις έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , 
τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική 
απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). . Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν από 
τη Δρ. Δήµητρα Γιαλαµά. Προσαρµοσµένο σχήµα από Gialama et al.107 
 

Με βάση τα παραπάνω, προτείνουµε το εξής µοντέλο δράσης της πρωτεΐνης 

DjlA :  Αρχικά η J υποµονάδα της DjlA αναγνωρίζει και συνδέεται µε τη νεοσύστατη 

πολυπεπτιδική αλυσίδα της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης καθώς αυτή εξέρχεται από 

το ριβόσωµα. Εν συνεχεία, η DjlA την παρουσιάζει στην DnaK, διεγείρει την 

ενεργότητα της ATPάσης της DnaK προκαλώντας αλλαγές στη διαµόρφωση της 

DnaK, επιτρέποντας έτσι την ένωση της νεοσύστατης πολυπεπτιδικής αλυσίδας της 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης µε την DnaK. Τελικώς, µέσω του διαµεµβρανικού της 

τµήµατος, η DjlA αλληλεπιδρά µε τη διαµεµβρανική πρωτεΐνη και τη βοηθά να 

ενσωµατωθεί στη µεµβράνη, µέσω της δράσης της DnaK. Πιστεύουµε πως η 

ευεργετική δράση της πρωτεΐνης DjlA στην καταστολή της κυτταροτοξικότητας 

πραγµατοποιείται κατά το τελευταίο στάδιο της ένταξης της νέας πρωτεΐνης στη 

µεµβράνη, καθώς επίσης πως τα αυξηµένα επίπεδα παραγωγής διαµεµβρανικής 

πρωτεΐνης προκύπτουν από τις ιδιότητες της επιτυχούς δράσης του συµπλόκου 

DjlA-DnaK (Σχήµα 19).  
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Σχήµα 19: Πιθανό µοντέλο δράσης της πρωτεΐνης DjlA  

Αρχικά η J υποµονάδα της DjlA εντοπίζει και συνδέεται µε τη νεοσύστατη 
πολυπεπτιδική αλυσίδα της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης καθώς αυτή εξέρχεται από 
το ριβόσωµα. Εν συνεχεία, η DjlA την παρουσιάζει στην DnaK, διεγείρει την 
ενεργότητα της ATPάσης της DnaK προκαλώντας αλλαγές στη διαµόρφωση της 
DnaK, επιτρέποντας έτσι την ένωση της νεοσύστατης πολυπεπτιδικής αλυσίδας της 
διαµεµβρανικής πρωτεΐνης µε την DnaK. Τελικώς, µέσω του διαµεµβρανικού της 
τµήµατος, η DjlA αλληλεπιδρά µε τη διαµεµβρανική πρωτεΐνη και τη βοηθά να 
ενσωµατωθεί στη µεµβράνη, µέσω της δράσης της DnaK.  
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3.3.2 RraA: µία πρωτεΐνη-ρυθµιστής µε ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
 
 

Η πρωτεΐνη RraA (Regulator of ribonuclease activity A) ρυθµίζει το ρυθµό 

της αποδοµητικής δράσης ποικίλων mRNA από την RNAάση Ε116. Έχει βρεθεί πως 

κατά την υπερπαραγωγή της πρωτεΐνης RraA επηρεάζονται τα επίπεδα τουλάχιστον 

2000 διαφορετικών mRNA στον οργανισµό E. coli, τα οποία βρέθηκε πως 

κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση του κυτταρικού 

φακέλου ή στον αναερόβιο µεταβολισµό117. In vitro, η RraA δεν αναστέλλει τη δράση 

της RNAάσης Ε άµεσα, αλλά φαίνεται πως δρα εµµέσως, εµποδίζοντας την πρόσδεση 

RNA µορίων στο καρβοξυτελικό τµήµα (C-terminal) της RNAάσης Ε116.  

H RNAάση Ε, πρωτεΐνη απαραίτητη για την επιβίωση του E. coli118,  

αποτελείται από ένα αµινοτελικό (N-terminal) καταλυτικό τµήµα κι ένα 

καρβοξυτελικό τµήµα (C-terminal)118, 119 που, όπως προαναφέρθηκε, είναι και αυτό 

στο οποίο προσδένονται διάφορες πρωτεΐνες όπως η RraA και η RraB120, 121. To 

καρβοξυτελικό τµήµα είναι επίσης υπεύθυνο για τη σύνθεση του RNA 

degradosome, το οποίο αποτελείται, εκτός από την RNAάση Ε, από µία 

εξωριβονουκλεάση (PNPase 3′→5′), τη DEAD-box RhlB RNA ελικάση και το ένζυµο 

ενολάση122-124. Με τη χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου έγινε γνωστό πως το RNA 

degradosome υφίσταται in vivo και µάλιστα, εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη, µέσω προσδέσεώς του αµινοτελικού (N-terminal) τµήµατος της RNAάσης 

Ε125.  

Όπως περιεγράφηκε, η συνέκφραση του γονιδίου rraA έχει την ικανότητα να 

αντιµετωπίζει την επαγόµενη κυτταροτοξικότητα και να βελτιώνει σηµαντικά την 

υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών90. Προκειµένου να διερευνηθεί ο τρόπος 

µε τον οποίο η RraA εµπλέκεται στη διαδικασία πρωτεϊνικής παραγωγής, καθώς 
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επίσης και η σχέση RraA και RNAάσης E, προβήκαµε στη µελέτη στελεχών E. coli 

τα οποία έφεραν µεταλλάξεις στο γονίδιο rne το οποίο κωδικοποιεί για την RNAάση 

E. Οι µεταλλάξεις αυτές έχουν ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία παραλλαγών, καθεµία 

εκ των οποίων στερείται κι ενός, µικρού ή µεγαλύτερου, τµήµατος στο 

καρβοξυτελικό άκρο (C-terminal) της πρωτεΐνης126. Καθώς το αµινοτελικό (N-

terminal) άκρο είναι απαραίτητο για την καταλυτική δράση της πρωτεΐνης, 

µεταλλαγµένα στελέχη που στερούνται ολόκληρο ή τµήµατα αυτού του άκρου δεν 

υφίστανται. Μετά την διεξαγωγή σειράς πειραµάτων, καταλήξαµε στα εξής 

συµπεράσµατα: (i) η επιτυχής υπερπαραγωγή µεµβρανοπρωτεϊνών, µέσω της δράσης 

της RraA, είχε ελαττωθεί σηµαντικά ή είχε εξαλειφθεί στη πλειοψηφία των 

εξεταζόµενων παραλλαγών  (ii) η επωφελής δράση της RraA επιτελείται µέσω της 

επιτυχούς αλληλεπίδρασης της µε την RNAάση E (κι όχι µέσω αλληλεπίδρασης µε 

άλλες ριβονουκλεάσες, όπως η RNAάση G), παρεµποδίζοντας τη ριβονουκλεολυτική 

της δράση κατά την υπερπαραγωγή της RraA (iii) η RraA είναι ο µοναδικός 

αναστολέας της δράσης της RNAάσης E µε ευεργετικές ιδιότητες στην 

υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, µετά από πειράµατα που διεξάχθηκαν 

µε την  RraB. 

Από αυτά τα συµπεράσµατα, µπορούµε να υποθέσουµε πως η RraA 

καταστέλλει την κυτταροτοξικότητα και προάγει την επιτυχή υπερπαραγωγή µίας 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης, όχι µε το να αλληλεπιδρά άµεσα µε την πρωτεΐνη αυτή 

(ή µε το mRNA της, καθώς τα επίπεδα µεταγραφής δε διαφοροποιούνται παρουσία 

ή µη της RraA), αλλά εµµέσως. Συγκεκριµένα, εικάζεται πως η RraA σταθεροποιεί, 

µέσω της δράσης της, το mRNA και αυξάνει σηµαντικά  την ποσότητα άλλων 
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παραγόντων, οι οποίοι πιθανότατα εµπλέκονται στη βιοσύνθεση του κυτταρικού 

φακέλου ή/και στον αναερόβιο µεταβολισµό. 

 Μία εναλλακτική υπόθεση για τη δράση της RraA είναι η εξής: καθώς, όπως 

προαναφέρθηκε, η RNAάση Ε και το RNA degradosome εντοπίζονται στην 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη, τότε υπάρχει περίπτωση  η RraA να µεσολαβεί στην 

αλληλεπίδραση του mRNA της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης µε την RNAάση Ε, κι 

έτσι να δρα ως βοηθητικός παράγοντας στην τελική βιογένεση της 

µεµβρανοπρωτεΐνης µέσω συν-µεταφραστικού τρόπου . 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί η διαπίστωση πως, µετά την διεξαγωγή των 

κατάλληλων πειραµάτων, ο µηχανισµός δράσης των γονιδίων djlA και rraA είναι 

εντελώς διαφορετικός κατά την υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, και 

επιπλέον, πως η δράση τους δεν είναι αθροιστική107. Αυτό µπορεί να οφείλεται στο 

γεγονός πως κοινοί παράγοντες που εµπλέκονται και στους δύο µηχανισµούς δεν 

έχουν την ικανότητα να τους βοηθήσουν ταυτοχρόνως. Μία άλλη υπόθεση που 

πιθανώς εξηγεί το συγκεκριµένο φαινόµενο είναι η εξής: τα δύο γονίδια, djlA και 

rraA, µεταγράφονται σε ένα κοινό mRNA, µε τη djlA να εντοπίζεται στο 5΄ άκρο του 

µορίου. Έτσι, η µετάφραση του γονιδίου rraA, από ένα µόριο mRNA το οποίο 

στερείται ελεύθερου 5΄ άκρου, ίσως επηρεάζει σε µεγάλο βαθµό την παραγωγή της 

πρωτεΐνης RraA, και πιθανώς και την τοπολογία της στο κύτταρο.  
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Κεφάλαιο 4 - Βελτιστοποίηση 
συνθηκών υπερέκφρασης 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στα 
στελέχη SuptoxD και SuptoxR 

 
 

 
 

Τα στελέχη SuptoxD και SuptoxR φέρουν έκαστο ένα πλασµίδιο, pSuptoxD 

ή pSuptoxR, τα οποία και εµπεριέχουν τα γονίδια djlA και rraA αντίστοιχα. Η 

υπερέκφραση των πλασµιδίων αυτών πραγµατοποιείται υπό την καθοδήγηση του 

araBAD υποκινητή και του επαγωγέα του, της L(+) αραβινόζης127. Η εκάστοτε 

διαµεµβρανική πρωτεΐνη βρίσκεται συνήθως κλωνοποιηµένη στον πλασµιδιακό 

φορέα pASK75, υπό τον έλεγχο του tet υποκινητή και η έκφραση της επάγεται από 

το µόριο ανυδροτετρακυκλίνη128 (Σχήµα 20). Αξίζει να σηµειωθεί πως η επιτυχής 

έκφραση µεµβρανοπρωτεϊνών στα στελέχη SuptoxD και SuptoxR έχει αποδειχθεί, 

σε προηγούµενες µελέτες, πως δεν εξαρτάται από την επιλογή των συγκεκριµένων 

υποκινητών, αλλά µπορεί να επιτευχθεί και µε διαφορετικό συνδυασµό 

πλασµιδιακών φορέων-υποκινητών90, 110. 
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Σχήµα 20: Χαρακτηριστικά των στελεχών SuptoxD και SuptoxR.

Οι ευεργετικές ιδιότητες που κατέχουν τα στελέχη αυτά στην αντιµετώπιση της 
κυτταροτοξικότητας και στην επιτυχή υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών 
σε υψηλή απόδοση  βασίζονται στη συνέκφραση των πλασµιδίων pSuptoxD και 
pSuptoxR, τα οποία και εµπεριέχουν τα γονίδια djlA και rraA αντίστοιχα, υπό τον 
έλεγχο του araBAD υποκινητή. Η έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για 
µεµβρανικές πρωτεΐνες ελέγχεται από τον tet υποκινητή. Προσαρµοσµένο σχήµα 
από Michou et al.129  
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αποδόσεις

Χαμηλή τοξικότητα -
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Υψηλές κυτταρικές 
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Χαμηλές  
ογκομετρικές 
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4.1 Βελτιστοποίηση της παραγωγικότητας των 
στελεχών SuptoxD και SuptoxR σε ανασυνδυσµένες 
µεµβρανοπρωτεϊνες ρυθµίζοντας τα επίπεδα έκφρασης 
των γονιδίων-καταστολέων djlA και rraA   

 
 
Το βασικό χαρακτηριστικό των στελεχών SuptoxD και SuptoxR αποτελεί, 

όπως προαναφέρθηκε, η υπερπαραγωγή των πρωτεϊνών του βακτηρίου E. coli DjlA 

και RraA αντίστοιχα. Η υπερπαραγωγή των πρωτεϊνών αυτών πραγµατοποιείται  µε 

την προσθήκη του επαγωγέα L(+) αραβινόζης στο θρεπτικό µέσο των βακτηριακών 

κυττάρων90. Αποσκοπώντας στο να αξιολογήσουµε τη σχέση µεταξύ των επιπέδων 

έκφρασης των γονιδίων-καταστολέων djlA και rraA και των επιπέδων 

υπερπαραγωγής ανασυνδυασµένων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, δοκιµάσαµε ένα 

εύρος διαφορετικών συγκεντρώσεων L(+) αραβινόζης.  

Για το SuptoxD, επιλέξαµε να υπερεκφράσουµε δύο GPCRs από θηλαστικά 

µε µεγάλο φαρµακευτικό ενδιαφέρον: τη BR2 και τον τροποποιηµένο υποδοχέα της 

νευροτενσίνης 1((D03)) από τον αρουραίο (πίνακας 1, Κεφάλαιο 8). Για την εύκολη 

παρακολούθηση της πρωτεϊνικής παραγωγής, οι πρωτεΐνες αυτές ήταν χιµαιρικές 

καθώς βρίσκονταν συζευγµένες µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο 

καρβοξυτελικό τους άκρο (C terminus). Η επιλογή χρήσης των χιµαιρικών αυτών 

κατασκευών βασίστηκε στο γεγονός πως ο φθορισµός που ανιχνεύεται σε µία 

καλλιέργεια E. coli κύτταρα που εκφράζουν µία τέτοια πρωτεΐνη έχει αποδειχθεί 

πως συσχετίζεται άµεσα µε την ποσότητα της πρωτεΐνης που παράγεται και 

ενσωµατώνεται στη µεµβράνη. Τέλος, οι πρωτεΐνες έφεραν κι έναν επίτοπο ιστιδίνης 

(8xHIS) στο καρβοξυτελικό τους άκρο (C-terminus), καθώς κι έναν επίτοπο FLAG 
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στο  αµινοτελικό τους άκρο (N-terminus) για τον ανοσοεντοπισµό και την  

αποµόνωσή τους. 

Έτσι, εξετάστηκε η υπερπαραγωγή των πρωτεϊνών BR2  και NTR1(D03), 

ρυθµίζοντας τα επίπεδα έκφρασης της djlA, µε την προσθήκη διαφορετικών 

συγκεντρώσεων L(+) αραβινόζης στις βακτηριακές καλλιέργειες, οι οποίες 

κυµαίνονταν µεταξύ 0-0.02% w/v. Όπως φαίνεται και στο σχήµα 24, µετρώντας τον 

παραγόµενο φθορισµό από κύτταρα SuptoxD που προέρχονται από ίσο όγκο 

καλλιέργειας και συγκρίνοντας πάντα µε τη καλλιέργεια-µάρτυρα, όπου δεν 

παράγεται η πρωτεΐνη DjlA αλλά µόνο η διαµεµβρανική πρωτεΐνη BR2-GFP ή 

NTR1(D03)-GFP από κύτταρα αγρίου τύπου, γίνεται αντιληπτό πως η προσθήκη  

L(+) αραβινόζης µεταξύ 25-200*10-4% w/v οδηγεί σε υψηλή παραγωγή των 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών BR2-GFP (Σχήµα 21α) και NTR1(D03)-GFP (Σχήµα 

21β). Όπως δηλώνουν και οι µετρήσεις, η βέλτιστη συγκέντρωση L(+) αραβινόζης 

προσδιορίστηκε στο 100*10-4  % w/v. 

Η υπόθεση πως ο αυξηµένος κυτταρικός φθορισµός που παρατηρήθηκε 

οφείλεται σε αυξηµένη παραγωγή πλήρους µήκους, σωστά ενσωµατωµένης και 

αναδιπλωµένης διαµεµβρανικής πρωτεΐνης, επιβεβαιώθηκε µε τη διεξαγωγή 

επιπλέον πειραµάτων. Σε αυτά,  αποµονώθηκε το συνολικό κλάσµα κυτταρικών 

µεµβρανών από καλλιέργεια-µάρτυρα µε κύτταρα αγρίου τύπου (απουσία 

υπερέκφρασης djlA) και από κύτταρα SuptoxD που είχαν χρησιµοποιηθεί για την 

υπερέκφραση της µεµβρανοπρωτεΐνης NTR1(D03), η οποία βρισκόταν σε χιµαιρική 

κατασκευή µε τη βελτιωµένη πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Enhanced Green 

Fluorescent Protein, ΕGFP). Μετά την αποµόνωση των µεµβρανών αυτών, 

πραγµατοποιήθηκε ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές 
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συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού (in-gel fluorescence), καθώς και 

ανάλυση µετά από ανοσοαποτύπωση κατά western.  

Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες, η χρήση της χιµαιρικής κατασκευής 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης- GFP µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό 

του ποσοστού της σωστά αναδιπλωµένης και ενσωµατωµένης στη µεµβράνη 

πρωτεΐνης από την ολικά παραγόµενη διαµεµβρανική πρωτεΐνη130. Συγκεκριµένα, 

κατά την ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό ηµι-αποδιατακτικές συνθήκες 

(χωρίς βρασµό των δειγµάτων), διακρίνονται δύο πρωτεϊνικές ζώνες: µία µη-

φθορίζουσα (άνω ζώνη) και µία φθορίζουσα (κάτω ζώνη). Η µη-φθορίζουσα ζώνη 

αντιστοιχεί στη λανθασµένως αναδιπλωµένη πρωτεΐνη, ενώ η φθορίζουσα, που 

διατρέχει και πιο γρήγορα την πηκτή πολυακρυλαµιδίου, τη σωστά αναδιπλωµένη 

πρωτεΐνη. Με την ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού, µπορεί να ανιχνευτεί η 

φθορίζουσα µόνο ζώνη, ενώ µε την ανάλυση µετά από ανοσοαποτύπωση κατά 

western, και τη χρήση των αντίστοιχων, µε τους επίτοπους που φέρει η πρωτεΐνη, 

αντισωµάτων ανιχνεύονται και οι δύο ζώνες, οι οποίες είναι πλήρους µήκους. Εάν 

πριν την ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου προηγηθεί βρασµός της πρωτεΐνης, 

τότε αυτή οδηγείται σε πλήρη µετουσίωση και τελικώς στη δηµιουργία µίας µόνο 

ζώνης, µη φθορίζουσας, η οποία από άποψη µοριακού µεγέθους, εντοπίζεται στο ίδιο 

ακριβώς µέγεθος όπως και η προτέρα µη-φθορίζουσα ζώνη όταν το δείγµα δεν έχει 

υποστεί βρασµό.    
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Σχήµα 21: Προσδιορισµός βέλτιστων επιπέδων της έκφρασης του 
γονιδίου djlA στα κύτταρα SuptoxD ρυθµίζοντας τη συγκέντρωση του 
επαγωγέα L(+) αραβινόζη.

(α) Μέτρηση σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxD που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-
GFP  µετά από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και εύρους συγκεντρώσεων  L(+) 
αραβινόζης, για 16 ώρες στους 25 oC. Ο φθορισµός των κυττάρων αγρίου τύπου που 
παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP ορίστηκε ως µονάδα. (β) Μέτρηση σχετικού GFP 
φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxD που προέρχονται από ίσο όγκο 
καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη NTR1(D03)-EGFP, όπως 
ακριβώς περιεγράφηκε στο (α). (γ) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού, καθώς και ανάλυση 
µετά από  ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από 
κύτταρα αγρίου τύπου και SuptoxD που προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και 
παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη NTR1(D03)-EGFP, όπως περιεγράφηκε στο (β), 
χρησιµοποιώντας τα αντισώµατα αντι-HIS και αντι-FLAG που στοχεύουν στο C και 
N-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, αντίστοιχα, σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµός 
(µε βρασµό) και άλλα που δεν έχει προηγηθεί βρασµός (χωρίς βρασµό). Τα µαύρα και 
τα άσπρα βέλη υποδεικνύουν τις θέσεις της φθορίζουσας ζώνης (µαύρο βέλος) και 
της µη- φθορίζουσας ζώνης (άσπρο βέλος). Τα πειράµατα στα (α) και (β) έχουν 
πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές,  και 
τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). 
Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.129 
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Χρησιµοποιώντας λοιπόν τη χιµαιρική κατασκευή NTR1(D03)-ΕGFP, 

διεξήχθησαν τα πειράµατα SDS-PAGE ανάλυσης, ανάλυσης ανοσοαποτυπώµατος 

και ενδοπηκτικού φθορισµού της πρωτεΐνης (Σχήµα 21γ). Ως αναµενόταν, στα 

δείγµατα που δεν είχε προηγηθεί βρασµός, η πλήρους µήκους πρωτεΐνη 

NTR1(D03)-EGFP εντοπίζεται σε δύο ζώνες, µε την κάτω ζώνη να είναι και η 

φθορίζουσα, υποδηλώνοντας τη σωστά αναδιπλωµένη διαµόρφωση της πρωτεΐνης. 

Όταν είχε προηγηθεί βρασµός της πρωτεΐνης, τότε αυτή οδηγήθηκε σε πλήρη 

µετουσίωση και τελικώς στη δηµιουργία µίας µόνο ζώνης, µη φθορίζουσας. Όπως 

φαίνεται, η προσθήκη  L(+) αραβινόζης µεταξύ 25-200 *10-4 % w/v οδηγεί σε υψηλή 

παραγωγή τόσο συνολικής όσο και σωστά αναδιπλωµένης πρωτεΐνης, µε τη βέλτιστη 

συγκέντρωση να προσδιορίζεται και πάλι στο 100 *10-4 % w/v. 

Για το SuptoxR, επιλέξαµε να υπερεκφράσουµε, και σε αυτή τη περίπτωση, 

τον ανθρώπινο υποδοχέα της βραδυκινίνης 2 (BR2) και την προκαρυωτικής 

προελεύσεως πρωτεΐνη MscL, η οποία είναι ένα υψηλής αγωγιµότητας κανάλι 

ιόντων του οργανισµού Mycobacterium tuberculosis (πίνακας 1, Κεφάλαιο 8). Και η 

πρωτεΐνη MscL ήταν χιµαιρική, καθώς, όπως και η BR2, ήταν συζευγµένη µε την 

πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο καρβοξυτελικό της άκρο (C-terminus), κι 

επίσης, έφερε κι έναν επίτοπο ιστιδίνης (6xHis) στο καρβοξυτελικό της άκρο. Σε 

αυτή τη περίπτωση, οι διαφορετικές συγκεντρώσεις L(+) αραβινόζης που 

δοκιµάστηκαν στις βακτηριακές καλλιέργειες κυµαίνονταν µεταξύ 0-400*10-3% 

w/v. Όπως φαίνεται στο σχήµα 22α,β, µετρώντας τον παραγόµενο φθορισµό από 

κύτταρα SuptoxR που αντιστοιχούσαν σε ίσο όγκο καλλιέργειας και συγκρίνοντας 

πάντα µε την καλλιέργεια-µάρτυρα, όπου δεν παράγεται η πρωτεΐνη DjlA αλλά µόνο 

η διαµεµβρανική πρωτεΐνη BR2-GFP ή MscL-GFP από κύτταρα αγρίου τύπου, 
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γίνεται αντιληπτό πως η προσθήκη  L(+) αραβινόζης µεταξύ 20-400 *10-3 % w/v 

οδηγεί σε υψηλή παραγωγή των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών BR2 (Σχήµα 22α) και 

MscL (Σχήµα 22β). Όπως και στη περίπτωση του στελέχους SuptoxD, έτσι και για 

το στέλεχος SuptoxR, αποµονώθηκε το συνολικό κλάσµα κυτταρικών µεµβρανών 

από καλλιέργεια-µάρτυρα µε κύτταρα αγρίου τύπου (απουσία υπερέκφρασης  rraA) 

και από κύτταρα SuptoxR που είχαν χρησιµοποιηθεί για την υπερέκφραση της 

µεµβρανοπρωτεΐνης MscL. Μετά την αποµόνωση των µεµβρανών αυτών, 

πραγµατοποιήθηκε ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές 

συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού καθώς και ανάλυση µετά από  

ανοσοαποτύπωση κατά western. Όπως αναµενόταν, στα δείγµατα που δεν είχε 

προηγηθεί βρασµός, η πλήρους µήκους πρωτεΐνη MscL-EGFP εντοπίζεται σε δύο 

ζώνες, µε την κάτω ζώνη να είναι και η φθορίζουσα, υποδηλώνοντας τη σωστά 

αναδιπλωµένη διαµόρφωση της πρωτεΐνης. Όταν είχε προηγηθεί βρασµός της 

πρωτεΐνης, τότε αυτή οδηγήθηκε σε πλήρη µετουσίωση και τελικώς στη δηµιουργία 

µίας µόνο ζώνης, µη φθορίζουσας. Όπως φαίνεται, η βέλτιστη συγκέντρωση L(+) 

αραβινόζης προσδορίζεται να είναι µεταξύ  200-400 *10-3  % w/v (Σχήµα 22γ)129. 
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Σχήµα 22: Προσδιορισµός βέλτιστων επιπέδων της έκφρασης του 
γονιδίου rraA στα κύτταρα SuptoxR ρυθµίζοντας τη συγκέντρωση του 
επαγωγέα L(+) αραβινόζη. 

(α) Μέτρηση σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxR που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-
GFP  µετά από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και εύρους συγκεντρώσεων  L(+) 
αραβινόζης, για 16 ώρες στους 25 oC. Ο φθορισµός των κυττάρων αγρίου τύπου που 
παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP ορίστηκε ως µονάδα. (β) Μέτρηση σχετικού GFP 
φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxR που προέρχονται από ίσο όγκο 
καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη MscL-EGFP, όπως ακριβώς 
περιεγράφηκε στο (α). (γ) ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού, καθώς και ανάλυση µετά από  
ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από κύτταρα 
αγρίου τύπου και SuptoxR που προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και 
παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη MscL-EGFP, όπως περιεγράφηκε στο (β), 
χρησιµοποιώντας το αντίσωµα αντι-HIS που στοχεύει στο C-τελικό άκρο της 
πρωτεΐνης, σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµός (µε βρασµό) και άλλα που δεν 
έχει προηγηθεί βρασµός (χωρίς βρασµό). Τα µαύρα και τα άσπρα βέλη υποδεικνύουν 
τις θέσεις της φθορίζουσας ζώνης (µαύρο βέλος) και της µη- φθορίζουσας ζώνης 
(άσπρο βέλος). Τα πειράµατα στα (α) και (β) έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές 
καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές,  και τα σφάλµατα 
αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Προσαρµοσµένο 
σχήµα από Michou et al.129 
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4.2 Βελτιστοποίηση της παραγωγικότητας των 
στελεχών SuptoxD και SuptoxR σε ανασυνδυσµένες 
µεµβρανοπρωτεϊνες ρυθµίζοντας τα επίπεδα έκφρασης 
των γονιδίων  που τις κωδικοποιούν 

 
 

Έχοντας προσδιορίσει το εύρος των συγκεντρώσεων του επαγωγέα L(+) 

αραβινόζη που διασφαλίζει τα απαιτούµενα κυτταρικά επίπεδα για τις πρωτεΐνες 

DjlA και RraA, προχωρήσαµε στο δεύτερο επαγωγέα, την ανυδροτετρακυκλίνη. Η 

ανυδροτετρακυκλίνη, όπως προαναφέρθηκε, είναι αυτή που ρυθµίζει τα επίπεδα 

έκφρασης του εκάστοτε γονιδίου που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη που επιθυµούµε 

να παράξουµε. Έτσι, προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η διαδικασία της παραγωγής 

πλήρους µήκους, σωστής αναδίπλωσης και ενσωµάτωσης µε την ορθή τοπολογία στη 

µεµβράνη πρωτεϊνών, θελήσαµε να  µελετήσουµε τη συσχέτιση µεταξύ των επιπέδων 

έκφρασης του γονιδίου που κωδικοποιεί για την εκάστοτε µεµβρανοπρωτεΐνη και 

των επιπέδων υπερπαραγωγής της τελικής ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. Και στα 

δύο στελέχη, SuptoxD και SuptoxR, δοκιµάσαµε το ίδιο εύρος συγκεντρώσεων 

ανυδροτετρακυκλίνης οι οποίες κυµαίνονταν από 0-400 µg/L.  

Όπως και στη µελέτη προσδιορισµού βέλτιστων επιπέδων έκφρασης των 

γονιδίων-καταστολέων djlA και rraA στα κύτταρα SuptoxD και SuptoxR 

αντίστοιχα, επιλέξαµε να υπερεκφράσουµε τις ίδιες µεµβρανικές πρωτεΐνες για 

κάθε στέλεχος. Έτσι, µε τη χρήση του στελέχους SuptoxD παράξαµε τους δύο 

υποδοχείς συζευγµένους µε πρωτεΐνες G, ευκαρυωτικής προελεύσεως: τον 

ανθρώπινο υποδοχέα της βραδυκινίνης 2 (BR2) και τον υποδοχέα νευροτενσίνης 1 
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(NTR1(D03)) και µε το στέλεχος SuptoxR, τον ανθρώπινο υποδοχέα της 

βραδυκινίνης 2 (BR2) και την προκαρυωτικής προελεύσεως πρωτεΐνη MscL. Όλες 

οι µεµβρανικές πρωτεΐνες ήταν και σε αυτή τη περίπτωση συζευγµένες µε την 

πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο καρβοξυτελικό τους άκρο (C-terminus), 

έναν επίτοπο ιστιδίνης (8xHIS) στο καρβοξυτελικό τους άκρο (C-terminus), καθώς 

κι έναν επίτοπο FLAG στο  αµινοτελικό τους άκρο (N-terminus), µε εξαίρεση την 

MscL, η οποία στερείτο τον επίτοπο FLAG.  

Όπως γίνεται προφανές, και για τα δύο στελέχη, µετρώντας τον παραγόµενο 

φθορισµό από κύτταρα SuptoxD και SuptoxR που προέρχονται από ίσο όγκο 

καλλιέργειας και συγκρίνοντας πάντα µε την καλλιέργεια-µάρτυρα, όπου δεν 

παράγεται η πρωτεΐνη DjlA ή RraA αντιστοίχως, αλλά µόνο η διαµεµβρανική 

πρωτεΐνη BR2-GFP  ή NTR1(D03)-GFP ή MscL-GFP από κύτταρα αγρίου τύπου, 

γίνεται αντιληπτό πως η προσθήκη ανυδροτετρακυκλίνης µεταξύ 50-400 µg/L  

οδηγεί σε υψηλή παραγωγή των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών BR2-GFP (Σχήµα 23α) 

και NTR1(D03)-GFP (Σχήµα 23β), καθώς και BR2-GFP (Σχήµα 24α) και MscL-GFP 

(Σχήµα 24β).  

Τα αποτελέσµατα του κυτταρικού φθορισµού επιβεβαιώθηκαν και πάλι µε 

πειράµατα αποµόνωσης µεµβρανών. Σε αυτά,  αποµονώθηκαν ολικές µεµβράνες από 

καλλιέργεια- µάρτυρα µε κύτταρα αγρίου τύπου (όπου δεν υπάρχει παραγωγή 

πρωτεΐνης DjlA ή RraA ) και από κύτταρα SuptoxD/R που είχαν χρησιµοποιηθεί 

για την υπερέκφραση της µεµβρανοπρωτεΐνης NTR1(D03)-EGFP και  MscL-EGFP 

αντιστοίχως. Μετά την αποµόνωση των µεµβρανών αυτών, πραγµατοποιήθηκε 

ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση 

ενδοπηκτικού φθορισµού (in gel fluorescence), καθώς και ανάλυση µετά από  
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ανοσοαποτύπωση κατά Western. Ως αναµενόταν, στα δείγµατα που δεν είχε 

προηγηθεί βρασµός, η πλήρους µήκους πρωτεΐνη NTR1(D03)- EGFP και MscL-

EGFP εντοπίζεται σε δύο ζώνες, µε την κάτω ζώνη να είναι και η φθορίζουσα, 

υποδηλώνοντας τη σωστά αναδιπλωµένη διαµόρφωση της πρωτεΐνης. Όταν είχε 

προηγηθεί βρασµός των δειγµάτων, τότε οι πρωτεΐνες οδηγήθηκαν σε πλήρη 

µετουσίωση και τελικώς στη δηµιουργία µίας µόνο ζώνης, µη φθορίζουσας (Σχήµα 

23γ, 24γ). Όπως γίνεται προφανές, η προσθήκη ανυδροτετρακυκλίνης  µεταξύ 50-

400 µg/L οδηγεί σε υψηλή παραγωγή τόσο ολικής, όσο και σωστά αναδιπλωµένης 

και λειτουργικής πρωτεΐνης129. 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 99 - 

  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 100 - 

 

Σχήµα 23: Βελτιστοποίηση της ανασυνδυασµένης παραγωγής 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στα κύτταρα SuptoxD ρυθµίζοντας τα 
επίπεδα ανυδροτετρακυκλίνης (aTc). 

(α) Μέτρηση σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxD που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-
GFP  µετά από προσθήκη 100*10-4%w/v L(+) αραβινόζης και εύρους συγκεντρώσεων 
ανυδροτετρακυκλίνης (aTc), για 16 ώρες στους 25 oC. Ο φθορισµός των κυττάρων 
αγρίου τύπου που παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP ορίστηκε ως µονάδα. (β) Οµοίως 
µε (α) για τη χιµαιρική πρωτεΐνη NTRI(D03)-GFP (γ) Ανάλυση σε πηκτή 
πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού 
φθορισµού, καθώς και ανάλυση µετά από  ανοσοαποτύπωση κατά Western 
αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από κύτταρα αγρίου τύπου και SuptoxD που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη 
NTR1(D03)-EGFP, όπως περιεγράφηκε στο (β), χρησιµοποιώντας τα αντισώµατα 
αντι-HIS και αντι-FLAG που στοχεύουν στο C και N-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, 
αντίστοιχα, σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµός (µε βρασµό) και άλλα που δεν 
έχει προηγηθεί βρασµός (χωρίς βρασµό). Τα µαύρα και τα άσπρα βέλη υποδεικνύουν 
τις θέσεις της φθορίζουσας ζώνης (µαύρο βέλος) και της µη- φθορίζουσας ζώνης 
(άσπρο βέλος). Τα πειράµατα στα (α) και (β) έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές 
καλλιέργειες, τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές,  και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν 
µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Προσαρµοσµένο σχήµα από 
Michou et al.129. 
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 Σχήµα 24: Βελτιστοποίηση της ανασυνδυασµένης παραγωγής 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στα κύτταρα SuptoxR ρυθµίζοντας τα 
επίπεδα ανυδροτετρακυκλίνης (aTc)

(α) Μέτρηση σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxR που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-
GFP  µετά από προσθήκη 200*10-3 %w/v L(+) αραβινόζης και εύρους συγκεντρώσεων  
ανυδροτετρακυκλίνης για 16 ώρες στους 25 oC. Ο φθορισµός των κυττάρων αγρίου 
τύπου που παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP ορίστηκε ως µονάδα. (β) Μέτρηση 
σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου και SuptoxR που προέρχονται 
από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη MscL-EGFP, όπως 
ακριβώς περιεγράφηκε στο (α). (γ) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού, καθώς και ανάλυση 
µετά από  ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από 
κύτταρα αγρίου τύπου και SuptoxR που προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και 
παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη MscL-EGFP, όπως περιεγράφηκε στο (β), 
χρησιµοποιώντας το αντίσωµα αντι-HIS που στοχεύει στο C-τελικό άκρο της 
πρωτεΐνης, σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµός (µε βρασµό) και άλλα που δεν 
έχει προηγηθεί βρασµός (χωρίς βρασµό). Τα µαύρα και τα άσπρα βέλη υποδεικνύουν 
τις θέσεις της φθορίζουσας ζώνης (µαύρο βέλος) και της µη- φθορίζουσας ζώνης 
(άσπρο βέλος). Τα πειράµατα στα (α) και (β) έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές 
καλλιέργειες, τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές,  και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν 
µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Προσαρµοσµένο σχήµα από 
Michou et al.129 
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4.3 Βελτιστοποίηση της παραγωγικότητας των 
στελεχών SuptoxD και SuptoxR σε ανασυνδυσµένες 
µεµβρανοπρωτεϊνες ρυθµίζοντας τις συνθήκες 
βακτηριακής καλλιέργειας 

 
 

Καθώς προσδιορίσαµε τις βέλτιστες συγκεντρώσεις επαγωγέωνL(+) 

αραβινόζης και ανυδροτετρακυκλίνης (aTc)) προκειµένου η παραγωγή 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών να φθάσει στη µέγιστή της απόδοση, θελήσαµε να 

διερευνήσουµε άλλες δύο παραµέτρους οι οποίες, όπως έχει δειχθεί σε 

προηγούµενες µελέτες84, είναι εξαιρετικά σηµαντικές για την απόδοση του 

βέλτιστου αποτελέσµατος. Οι παράµετροι αυτές είναι η θερµοκρασία και η διάρκεια 

που λαµβάνει χώρα η υπερέκφραση των µεµβρανοπρωτεϊνών. 

Έτσι, δοκιµάσαµε την υπερέκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP σε 

κύτταρα αγρίου τύπου, σε κύτταρα SuptoxD και SuptoxR στις εξής 4 διαφορετικές 

θερµοκρασίες: 18 oC, 25 oC, 30oC και 37 oC µε συνεχή ανάδευση για 16 ώρες (o/n). 

Στις καλλιέργειες προστέθηκαν οι επαγωγείς L(+) αραβινόζη και 

ανυδροτετρακυκλίνη (aTc) στις συγκεντρώσεις που είχαµε καταλήξει πως επάγουν, 

στον πλέον ικανοποιητικό και αποτελεσµατικό βαθµό, την παραγωγή πλήρους 

µήκους, σωστής αναδίπλωσης και ενσωµάτωσης µε την ορθή τοπολογία στη 

µεµβράνη πρωτεΐνης. Όπως γίνεται αντιληπτό, η βέλτιστη θερµοκρασία για την 

επιτυχή υπερπαραγωγή του υποδοχέα της βραδυκινίνης 2 (BR2), µε εµφανή 

διαφορά από τις άλλες θερµοκρασίες, ήταν αυτή των 25 oC. Και σε αυτή την 

περίπτωση, µετρήθηκε ο παραγόµενος φθορισµός από κύτταρα SuptoxD και 

SuptoxR που προέρχονται από  ίσο όγκο καλλιέργειας και συγκρίθηκε µε τις  
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καλλιέργειες-µάρτυρα, όπου δεν παράχθηκε  η πρωτεΐνη DjlA και RraA αντίστοιχα, 

αλλά µόνο η διαµεµβρανική πρωτεΐνη BR2-GFP  από κύτταρα αγρίου τύπου. 

Χρησιµοποιώντας τις ήδη προσδιορισµένες συνθήκες, προχωρήσαµε στην 

εξέταση της διάρκειας της υπερέκφρασης. Όπως γίνεται προφανές και στο σχήµα 

25β, η ογκοµετρική παραγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP σε κύτταρα 

αγρίου τύπου, σε κύτταρα SuptoxD και SuptoxR αυξήθηκε ορατά και για τα δύο 

στελέχη µέχρι και τις 16 ώρες (από τη στιγµή που προστέθηκε στη καλλιέργεια ο 

επαγωγέας της ανυδροτετρακυκλίνης) συνεχούς παραγωγής υπό ανάδευση στους 25 

oC. 

Με τη χρήση της κυτταροµετρίας ροής, θελήσαµε να µετρήσουµε και την 

παραγωγή των χιµαιρικών πρωτεϊνών  BR2-GFP και NTRI(D03)-GFP σε κύτταρα 

αγρίου τύπου, SuptoxD και SuptoxR ανά κύτταρο αυτή τη φορά. Μετά την ανάλυση 

των αποτελεσµάτων, και όπως φαίνεται στο σχήµα 25γ, όχι µόνο η παραγωγικότητα 

στα στελέχη SuptoxD και SuptoxR ήταν σαφώς µεγαλύτερη συγκριτικά µε τα 

κύτταρα αγρίου τύπου για την BR2-GFP (επάνω) και την NTRI(D03)-GFP(κάτω), 

αλλά επιπλέον και οι πληθυσµοί των κυττάρων ήταν οµοιογενείς, ακόµα µια µετά 

το πέρας των 16 ωρών συνεχούς παραγωγής. Αυτό παρατηρήθηκε και στις δύο 

µεµβρανικές πρωτεΐνες που εξετάστηκαν, παρά το γεγονός πως ήταν εξαιρετικά 

τοξικές76, 87, 90, υποδεικνύοντας τη γενετική σταθερότητα των χρησιµοποιούµενων 

στελεχών129.  
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Σχήµα 25: Προσδιορισµός βέλτιστων συνθηκών θερµοκρασίας και 
διάρκειας υπερέκφρασης διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στα E.coli στελέχη 
SuptoxD και SuptoxR.

(α) Μέτρηση σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου, SuptoxD και 
SuptoxR που προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική 
πρωτεΐνη BR2-GFP  µετά από προσθήκη 100 *10-4  % w/v  και 200*10-3% w/v L(+) 
αραβινόζης αντίστοιχα, και 200 µg/L ανυδροτετρακυκλίνης για 16 ώρες στις 
θερµοκρασίες που αναγράφονται. Ο φθορισµός των κυττάρων αγρίου τύπου που 
παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP  στους 25οC ορίστηκε ως µονάδα. Τα πειράµατα 
έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες, τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές,  
και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή. (β) 
Σύγκριση του σχετικού φθορισµού κυττάρων που προέρχονται από ίσο όγκο 
καλλιέργειας όπου παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP µε χρήση των 
στελεχών SuptoxD, SuptoxR, καθώς και κυττάρων αγρίου τύπου µετά από 
προσθήκη 100 *10-4  % w/v (SuptoxD) ή 200*10-3 %w/v (SuptoxR) L(+) αραβινόζης, 
200 µg/L ανυδροτετρακυκλίνης στους 25oC σε διαφορετικές χρονικές στιγµές από 
τη στιγµή που προστέθηκε στην καλλιέργεια ο επαγωγέας ανυδροτετρακυκλίνη. Ο 
φθορισµός των κυττάρων αγρίου τύπου που παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP  στις 
16 ώρες ορίστηκε ως µονάδα. Τα πειράµατα έχουν πραγµατοποιηθεί σε τριπλές 
καλλιέργειες, και τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση 
τιµή (± s.e.m.).  (γ) Διαγράµµατα εµπρόσθιας και πλάγιας σκέδασης µετά από 
κυτταροµετρία ροής των SuptoxD, SuptoxR, και αγρίου τύπου κυττάρων που 
υπερπαράγουν την πρωτεΐνη BR2-GFP (επάνω) και NTRI(D03)-GFP (κάτω) µε 
προσθήκη 100*10-4  % w/v (SuptoxD) ή 200*10-3 %w/v (SuptoxR) L(+) αραβινόζης 
και 200 µg/L ανυδροτετρακυκλίνης για 16 h στους 25 °C. (δ) Σύγκριση των επιπέδων 
φθορισµού µεµονωµένων E. coli κυττάρων αγρίου τύπου, SuptoxD και SuptoxR τα 
οποία υπερπαράγουν τις χιµαιρικές πρωτεΐνες BR2-GFP (αριστερά) και 
NTRI(D03)-GFP (δεξιά). Η οριοθέτηση κυττάρων που µετρηθήκαν παρουσιάζεται 
µε µια γκρι γραµµή (αριστερά). Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.129 
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4.4 Τα στελέχη SuptoxD και SuptoxR παράγουν 
επιτυχώς αυξηµένα επίπεδα αποµονωµένης 
λειτουργικής διαµεµβρανικής πρωτεΐνης 

 
 

Έχοντας ορίσει και βελτιστοποιήσει τις συνθήκες έκφρασης, η χρήση των 

στελεχών SuptoxD και SuptoxR καταφέρνουν να παράξουν σε αυξηµένα επίπεδα 

ποικίλες µεµβρανικές πρωτεΐνες, διαφορετικών χαρακτηριστικών και ιδιοτήτων, 

ευκαρυωτικής ή προκαρυωτικής προελεύσεως, τοξικών ή µη. Έχει αποδειχθεί µέσω 

των διαφορετικών προσεγγίσεων που ακολουθήσαµε πως η παραγόµενη πρωτεΐνη 

είναι πλήρους µήκους, σωστής αναδίπλωσης και ενσωµάτωσης µε την ορθή 

τοπολογία στη µεµβράνη. Το επόµενο ερώτηµα που θέσαµε ήταν αν η πρωτεΐνη ήταν 

και βιολογικώς λειτουργική, προκειµένου τα στελέχη µας να µπορέσουν να 

χρησιµοποιηθούν για παραγωγή ανασυνδυασµένων µεµβρανοπρωτεϊνών 

κατάλληλων για λειτουργικές µελέτες.  

Προκειµένου να διερευνήσουµε αν τα στελέχη µας µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν τοιουτοτρόπως, επιλέξαµε µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη 

ροδοψίνης (deltarhodopsin). Οι ροδοψίνες εντοπίζονται στους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς,  στα βακτήρια, καθώς και στα αρχαία και ο ρόλος τους είναι να 

απορροφούν φωτόνια για  παραγωγή ενέργειας ή για σηµατοδότηση.  Κι οι δύο αυτές 

ενέργειες είναι σηµαντικές για τους οργανισµούς προκειµένου να επιβιώσουν και 

να προσαρµοστούν στο περιβάλλον τους. Ενώ οι κατώτεροι οργανισµοί 

χρησιµοποιούν τις βακτηριακές ροδοψίνες και για τους δύο παραπάνω σκοπούς, οι 

ανώτεροι οργανισµοί (ζώα, άνθρωποι κτλ.), χρησιµοποιούν µία διαφορετική 

οικογένεια ροδοψινών, µία πολύ εξειδικευµένη υποοµάδα των GPCRs. Αυτός ο 
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τύπος ροδοψινών χρησιµοποιείται στην όραση, για την εύρυθµη λειτουργία του 

κιρκαδικού ρολογιού. Παρά το γεγονός πως οι ροδοψίνες που εντοπίζονται στους 

κατώτερους (ως  φωτοελεγχόµενες αντλίες ιόντων ή µορίων χλωρίου, είτε ακόµα ως 

αισθητήρες) και στους ανώτερους οργανισµούς δε χαρακτηρίζονται από οµολογία 

στις  αλληλουχίες τους, µοιράζονται µία κοινή αρχιτεκτονική στη δοµή τους: 7 

διακριτά διαµεβρανικά τµήµατα, µε το αµινοτελικό άκρο (N-terminus) της 

πρωτεΐνης να βρίσκεται στον εξωκυττάριο χώρο, ενώ το καρβοξυτελικό άκρο (C-

terminus) να εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα. Η πρωτεΐνη αποτελεί µία οψίνη η 

οποία διαθέτει θέση πρόσδεσης ρετινάλης, µέσω της βάσης Schiff, στην Λυσίνη216 

(Lys216) της πρωτεΐνης (Σχήµα 26α,β) . Η ρετινάλη αποτελεί ένα παράγωγο της 

βιταµίνης Α, και παρέχεται στον οργανισµό µέσω του β-καροτενίου. Στους 

κατώτερους οργανισµούς, η πρόσληψη φωτός µετατρέπει τη ρετινάλη της ροδοψίνης 

από τη µορφή all-trans στη µορφή 13-cis, ξεκινώντας έτσι µία φωτοπερίοδο η οποία 

ακολουθείται από δοµικές αλλαγές, µετατοπίζοντας ένα πρωτόνιο στην εξωτερική 

επιφάνεια της µεµβράνης, δηµιουργώντας τελικώς µια διαβάθµιση πρωτονίων. Το 

χαρακτηριστικό το οποίο ξεχωρίζει τις ροδοψίνες από τις άλλες πρωτεΐνες είναι πως 

ανάλογα µε το µήκος κύµατος στο οποίο απορροφούν κατά την ενεργή τους 

κατάσταση, αποκτούν χρώµα. Ενώ το χρωµοφόρο που χρησιµοποιούν όλες οι 

ροδοψίνες είναι το ίδιο (ρετινάλη), το µέγιστο που απορροφά η κάθε πρωτεΐνη είναι 

διαφορετικό για την καθεµία (άρα και διαφορετικό χρώµα), προδίδοντας έτσι την 

ενεργή κατάσταση της πρωτεΐνης (Σχήµα 26γ).  
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 Σχήµα 26: Χαρακτηριστικά των ροδοψινών. 

(α) Τοπολογία των ροδοψινών: διαπερνούν τη µεµβράνη µε 7 διαµεµβρανικά 
τµήµατα, και η ρετινάλη εντοπίζεται προσδεδεµένη στο 7ο διαµεµβρανικό τµήµα 
(τµήµα G) (β) Αναπαράσταση της διαµόρφωσης της βακτηριοροδοψίνης, συζευγµένη 
µε την all-trans-ρετινάλη (PDB ID: 1C3W), (γ) Κάθε µικροβιακή ροδοψίνη 
χαρακτηρίζεται κι από διαφορετικό χρώµα, ανάλογα µε το µήκος κύµατος  
απορρόφησής της. Προσαρµοσµένα σχήµατα από Ernst et al.131. 
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Η ροδοψίνη που επιλέξαµε για τη µελέτη µας έχει αποµονωθεί από το αρχαίο 

Haloterrigena turkmenica (JCM9743)132 και εφεξής θα αποκαλείται HtdR.  Ανήκει 

στην οικογένεια των ροδοψινών από Αρχαία (archaeal rhodopsin family (ARF)), και 

λειτουργεί ως φωτοελεγχόµενη αντλία πρωτονίων. Η αντλία αυτή προσδένει το 

χρωµοφόρο ρετινάλη (all-trans-retinal) και όταν είναι η πρωτεΐνη είναι σε ενεργή 

µορφή, αποκτά ένα πολύ χαρακτηριστικό µωβ χρώµα, το οποίο απορροφά στον 

µέγιστο βαθµό στο φάσµα του ορατού και συγκεκριµένα στα 550 nm. Πολλές 

ερευνητικές οµάδες έχουν ασχοληθεί µε τη συγκεκριµένη ροδοψίνη, καθώς 

αποτελεί εξαιρετικό µοντέλο βιοφυσικών µελετών λόγω των ιδιαίτερων φωτο-

επαγόµενων ιδιοτήτων του, όπως και ποικίλες άλλες µικροβιακές ροδοψίνες130. 

Μάλιστα, προσφάτως, η πρωτεΐνη HtdR χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή 

µιτοχονδρίων µε φωτοενεργητικές ιδιότητες133. 

  Γνωρίζοντας πως η HtdR µπορεί να παραχθεί σε λειτουργική µορφή στο 

βακτήριο E. coli132 και η λειτουργικότητά αυτή να εξακριβωθεί µε εξαιρετικά απλό 

τρόπο134, τη χρησιµοποιήσαµε ως εργαλείο προκειµένου να διαπιστώσουµε αν τα 

στελέχη SuptoxD και SuptoxR υπό τις βέλτιστες συνθήκες, µπορούν να παράξουν 

αυξηµένα ποσά λειτουργικής διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. Όντως, µετά την 

υπερέκφραση της πρωτεΐνης στα στελέχη SuptoxD και SuptoxR και της προσθήκης 

ρετινάλης στο θρεπτικό µέσο, ταυτοχρόνως µε την επαγωγή της παραγωγής της, 

διαπιστώσαµε µετά το πέρας της διαδικασίας, πως τα κύτταρα SuptoxD και SuptoxR 

είχαν καταφέρει να παράξουν επιτυχώς αυξηµένα επίπεδα, τόσο της ολικώς 

παραγµένης (Σχήµα 30α), όσο και του κλάσµατος της αποµονωµένης, µε χρήση του 

επιφανειοενεργού DDM (n-Dodecyl β-D-maltoside) (Σχήµα 30β),  λειτουργικής 

πρωτεΐνης, συγκρινόµενης µε τα κύτταρα αγρίου τύπου. Όπως φαίνεται, το χρώµα 
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του κατακρηµνισµένου κυτταρικού πληθυσµού των στελεχών SuptoxD και SuptoxR 

είναι πολύ πιο έντονο, συγκριτικά µε τα κύτταρα αγρίου τύπου (Σχήµα 27α). Αυτό 

γίνεται πιο προφανές κατά την παρατήρηση του χρώµατος της  αποµονωµένης, µε 

χρήση επιφανειοενεργού, πρωτεΐνης (Σχήµα 27β), γεγονός το οποίο επιβεβαιώνεται 

κι από τις µετρήσεις σχετικής απορρόφησης  στα 550 nm (Σχήµα 27γ)129. 
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Σχήµα 27: Η χρήση των E. coli στελεχών SuptoxD και SuptoxR παράγουν 
αυξηµένες ποσότητες λειτουργικής HtdR πρωτεΐνης. 

(α) Φωτογραφίες έγχρωµων κυτταρικών πληθυσµών (pellets)  που προέρχονται από 
ίσο όγκο καλλιέργειας όπου παράγεται η πρωτεΐνη HtdR µε χρήση των στελεχών 
SuptoxD, SuptoxR, καθώς και κυττάρων αγρίου τύπου µετά από προσθήκη 100 *10-

4% w/v (SuptoxD) ή 200*10-3%w/v (SuptoxR) L(+) αραβινόζης, 200 µg/L 
ανυδροτετρακυκλίνης και 10 µM ρετινάλης (all-trans-retinal) στους 25 oC, για 16 
ώρες σε συνθήκες πλήρους σκότους. (β) Φωτογραφίες του κλάσµατος της 
αποµονωµένης, µε χρήση του επιφανειοενεργού DDM, πρωτεΐνης, η οποία 
προέρχεται από ίσο όγκο των καλλιεργειών των κυττάρων που φαίνονται στο (α). (γ) 
Σχετική απορρόφηση στα 550nm των δειγµάτων του (β). Προσαρµοσµένο σχήµα από 
Michou et al.129 
 
  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 114 - 

4.5 Η χρήση των στελεχών SuptoxD και SuptoxR 
αποφέρει υψηλές αποδόσεις αποµονωµένης  
διαµεµβρανικής πρωτεΐνης, ποιοτικά κατάλληλης για 
βιοχηµικές και δοµικές µελέτες 

 
 

Η ετερόλογη παραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στο βακτήριο E. coli, 

όπως έχει ήδη αναλυθεί εκτενώς, αποτελεί µία αρκετά απαιτητική διαδικασία. 

Απαιτείται αρκετός χρόνος και προσπάθεια προκειµένου να παραχθεί σηµαντική 

ποσότητα ενεργής πρωτεΐνης, η οποία να είναι ποιοτικά κατάλληλη για περαιτέρω 

αποµόνωση και εν συνεχεία, για µελέτες δοµής και λειτουργίας της. Οι µελέτες 

αυτές συνήθως απαιτούν µιλιγραµµάρια (mg)  πρωτεΐνης η οποία πρέπει να είναι 

καθαρή και σε κατάσταση µονοδιασποράς, καθώς επίσης εξαιρετικά σηµαντικό 

παράγοντα αποτελεί η σταθερότητα της πρωτεΐνης αυτής εκτός του φυσικού της 

περιβάλλοντος, δηλαδή της µεµβράνης23.  

Η αποµόνωση των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών από τη µεµβράνη 

επιτυγχάνεται µε τη χρήση κάποιου επιφανειοενεργού ή κάποιου συνδυασµού 

επιφανειοενεργού/λιπιδικού συστήµατος. Η επιλογή του κατάλληλου 

επιφανειοενεργού διαδραµατίζει πολύ σηµαντικό βήµα καθώς µπορεί να επιτρέψει 

την αποµόνωση µεγάλης ποσότητας καθαρής, σταθερής και λειτουργικής πρωτεΐνης. 

Υπάρχουν περιπτώσεις όπου η επιλογή ενός µόνο επιφανειοενεργού να µην είναι 

αρκετή, και γι αυτό το λόγο  µπορεί να χρησιµοποιηθεί άλλο επιφανειοενεργό για 

την αποµόνωση της πρωτεΐνης από τη µεµβράνη, και εν συνεχεία αυτό να 

αντικατασταθεί από ένα άλλο για την αποµόνωση και τις δοµικές/ λειτουργικές 

µελέτες.  
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Υπάρχουν πολλές κατηγορίες επιφανειοενεργών που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν, η καθεµία µε τα δικά της χαρακτηριστικά. Τα ιοντικά 

επιφανειοενεργά θεωρούνται τα πιο δραστικά για την αποµόνωση των πρωτεϊνών 

από τη µεµβράνη, αλλά εξαιτίας της «βίαιης» δράσης τους, αποτυγχάνουν κατά 

κανόνα  να διατηρήσουν την αναδίπλωση της πρωτεΐνης, οπότε και προτιµώνται 

όταν η διατήρηση της σωστής αναδίπλωσης της πρωτεΐνης δεν αποτελεί 

προαπαιτούµενο για τις µετέπειτα τεχνικές. Σε αυτή τη κατηγορία ανήκει το SDS 

(sodium dodecyl sulfate) και το NLS (N-lauroylsarcosine). 

Τα µη ιοντικά επιφανειοενεργά είναι τα πιο ευρέως χρησιµοποιούµενα για 

την αποµόνωση και τις µελέτες της δοµής/λειτουργίας µίας διαµεµβρανικής 

πρωτεΐνης. Είναι ήπια κατά την αποµόνωση των πρωτεϊνών, και δεν καταστρέφουν 

την αναδίπλωσή τους. Τέτοια επιφανειοενεργά είναι το DDM (n-dodecyl-β-d-

maltoside), το DM (n-decyl-β-d-maltoside) και το OG (n-octyl-β-d-glucopyranoside), 

µε το πλέον χρησιµοποιούµενο να είναι το DDM.  Παρόλα αυτά, εξαιτίας των 

µεγάλων µικκυλίων που σχηµατίζει, πιθανώς να µην είναι κατάλληλο για µελέτες 

κρυσταλλογραφίας.  

Μια άλλη κατηγορία επιφανειοενεργών αποτελούν τα επαµφοτερίζοντα 

επιφανειοενεργά (zwitterionic detergents) των οποίων η δραστικότητα στην 

αποµόνωση της πρωτεΐνης από τη µεµβράνη κατατάσσεται µεταξύ των ιονικών και 

µη ιονικών επιφανειοενεργών. Αυτά τα επιφανειοενεργά, όπως είναι το Fos14 (fos-

choline-14), έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως, καθώς δε διαταράσσουν την αναδίπλωση 

της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης και επιπλέον, τα υδατοδιαλυτά µικκύλια που 

σχηµατίζουν διατηρούν την πρωτεΐνη σε σταθερή και διαλυτή µορφή, ούτως ώστε να 
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µπορέσει να καθαριστεί περαιτέρω και να χρησιµοποιηθεί για δοµικές και 

λειτουργικές µελέτες. 

Προκειµένου να προσδιορίσουµε τις αποδόσεις αποµονωµένης 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης που µπορούµε να έχουµε µετά από την παραγωγή στα 

στελέχη SuptoxD και SuptoxR υπό τις βέλτιστες συνθήκες, χρησιµοποιήσαµε δύο 

διαφορετικές πρωτεΐνες. Στο βακτηριακό στέλεχος SuptoxD παράξαµε τον υποδοχέα 

της βραδυκινίνης 2 (BR2), και στο στέλεχος SuptoxR το ιοντικό κανάλι MscL, το 

οποίο διέφερε όµως από αυτό του αγρίου τύπου, καθώς στη θέση 88 έφερε το αµινοξύ 

κυστεΐνη αντί του αµινοξέος φαινυλαλανίνη που βρίσκεται κανονικά (MscL 

(F88C)). Και οι δύο µεµβρανικές πρωτεΐνες, BR2 και MscL(F88C) έφεραν επίτοπο 

ιστιδίνης (6xHIS) στο καρβοξυτελικό τους άκρο προκειµένου να µπορούν να 

αποµονωθούν µε χρωµατογραφία συγγένειας. 

Και οι δύο πρωτεΐνες εξήχθησαν από τις µεµβράνες των κυττάρων µε τη 

χρήση επιφανειοενεργών: στη περίπτωση της BR2 χρησιµοποιήθηκε το 

επιφανειοενεργό Fos14,  ενώ για την MscL (F88C) το επιφανειοενεργό DDM. Μετά 

το πέρας της διαδικασίας αυτής, ακολούθησε αποµόνωση των πρωτεϊνών µε χρήση 

χρωµατογραφίας συγγένειας και συγκεκριµένα µε στήλη ιόντων µετάλλου (νικελίου) 

(Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography, IMAC), και στη συνέχεια 

χρωµατογραφία µοριακής διήθησης (Size Exclusion Chromatography, SEC). Έχοντας 

ως δείγµατα-µάρτυρα (control) τις πρωτεΐνες  BR2 και MscL (F88C) που είχαν 

παραχθεί σε κύτταρα αγρίου τύπου και είχαν αποµονωθεί µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο, 

προχωρήσαµε στον προσδιορισµό της απόδοσης κάθε πρωτεΐνης όταν παράγεται στα 

στελέχη SuptoxD (BR2) ή SuptoxR (MscL F88C), συγκριτικά πάντα µε την παραγωγή 

της καθεµίας εξ αυτών όταν παράγεται σε κύτταρα αγρίου τύπου. Η απόδοση της 
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αποµονωµένης πρωτεΐνης BR2, όταν αυτή παράχθηκε στο στέλεχος SuptoxD, 

υπολογίστηκε να είναι περίπου 1 mg ανά λίτρο βατκηριακής καλλιέργειας σε κωνική 

φιάλη. Αυτή η συγκέντρωση ήταν περίπου14 φορές υψηλότερη από τη συγκέντρωση 

της BR2 όταν αυτή παράγεται σε κύτταρα αγρίου τύπου. Επιπλέον, η πρωτεΐνη  BR2 

από το στέλεχος SuptoxD εκλούστηκε ως µονή κορυφή κατά τη χρωµατογραφία 

µοριακής διήθησης, γεγονός που σηµαίνει πως στο διάλυµα DDM, η καθαρή πρωτεΐνη 

BR2 βρίσκεται σε αναδιπλωµένη και µη συσσωµατωµένη µορφή (Σχήµα 28α). Η 

επαρκής καθαρότητα των κορυφών που δηµιουργήθηκαν κατά τη χρωµατογραφία 

µοριακής διήθησης προσδιορίστηκαν µε ανάλυση  µε SDS-PAGE (Σχήµα 28β). Κατά 

την ανάλυση αυτή, εµφανίστηκε µια έντονη ζώνη στην περίπτωση της καθαρής 

πρωτεΐνης  BR2 από το στέλεχος SuptoxD, η οποία αντιστοιχεί στο αναµενόµενο 

µοριακό της µέγεθος (περίπου 35 kDa) (πίνακας 1, Κεφάλαιο 8). Σε αυτό το σηµείο 

πρέπει να ειπωθεί πως είναι εξαιρετικά σύνηθες για τις αποµονωµένες µεµβρανικές 

πρωτεΐνες , και µάλιστα για τη BR2 συγκεκριµένα135, να εµφανίζουν µεγαλύτερη 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα κατά την ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό 

αποδιατακτικές συνθήκες76. Η τελική επιβεβαίωση για τη σωστή ταυτοποίηση της 

BR2 έγινε µετά την ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western blot), πέψη 

της πρωτεΐνης µε θρυψίνη, και φασµατοµετρία µάζας (Σχήµα 29 α, β, γ). 
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Σχήµα 28: Το στέλεχος SuptoxD παράγει εξαιρετικά υψηλά ποσά 
αποµονωµένης διαµεµβρανικής πρωτεΐνης.

(α) Διάγραµµα SEC καθαρής πρωτεΐνης BR2 από κύτταρα αγρίου τύπου (µαύρη 
γραµµή) και κύτταρα του στελέχους SuptoxD (κόκκινη γραµµή). (β) Ανάλυση σε 
πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση (SDS-PAGE) 
των κορυφών που διαµορφώθηκαν κατά το SEC (α) (περίπου 67mL σε στήλη 
Superdex200 16/60 GE). ΜΒ: Μοριακό Βάρος. Τα νούµερα υποδεικνύουν το 
µοριακό µέγεθος των πρωτεϊνών σε kDa. Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν σε 
συνεργασία µε τον Χρήστο Πλιώτα και τον Χαράλαµπο Καψάλη, στο Πανεπιστήµιο 
του St. Andrews. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.129 
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 Σχήµα 29: Αποµόνωση της πρωτεΐνης BR2 από E.coli κύτταρα SuptoxD.

(α) Διάγραµµα SEC καθαρής πρωτεΐνης BR2 από κύτταρα του στελέχους SuptoxD 
(επάνω) και από κύτταρα αγρίου τύπου (κάτω) µετά από δύο σειριακές φορές 
καθαρισµού µε SEC. (β) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες µετά από χρώση µε Coomassie blue (αριστερά) και ανοσοαποτύπωση κατά 
Western (δεξιά) µε χρήση του αντισώµατος α-His (anti-polyHis) στα δείγµατα που 
εµπεριείχαν οι κορυφές από το SEC που πήραµε από το (α). Οι αναγραφόµενοι 
αριθµοί αναφέρονται στους αριθµούς των δειγµάτων του (α). ΜΒ: Μοριακό Βάρος. 
Τα νούµερα υποδεικνύουν το µοριακό µέγεθος των πρωτεϊνών σε kDa. (γ) 
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Αποτελέσµατα ανάλυσης µε φασµατοσκοπία µάζας της οποίας προηγήθηκε πέψη της 
πρωτεΐνης µε θρυψίνη, και συγκεκριµένα στις πρωτεϊνικές ζώνες που σηµαίνονται 
µε κόκκινο στο (β). Παρουσιάζεται η πλήρους µήκους αµινοξική αλληλουχία της 
BR2, και τα πεπτίδια που ταυτίζονται σηµαίνονται µε κόκκινο χρώµα. Κάλυψη της 
αλληλουχίας της ολικής πρωτεΐνης: 23%. Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν σε 
συνεργασία µε τον Χρήστο Πλιώτα και τον Χαράλαµπο Καψάλη, στο Πανεπιστήµιο 
του St. Andrews. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.129 
 

Με ακριβώς τον ίδιο τρόπο, όπως και στην περίπτωση της BR2 από το 

SuptoxD, παρήχθη και καθαρίστηκε η πρωτεΐνη MscL (F88C) από το SuptoxR (Σχήµα 

30α). Η απόδοση της αποµονωµένης και καθαρής πρωτεΐνης  MscL (F88C), όταν αυτή 

παράγεται στο στέλεχος SuptoxR, υπολογίστηκε να είναι περίπου 0.33 mg ανά λίτρο 

βατκηριακής καλλιέργειας σε κωνική φιάλη . Αυτή η απόδοση ήταν περίπου 10 φορές 

υψηλότερη από τη συγκέντρωση της όταν αυτή παράγεται σε κύτταρα αγρίου τύπου 

(0.03 mg/L). Και σε αυτή την περίπτωση, η πρωτεΐνη  MscL(F88C) από το στέλεχος 

SuptoxR  εκλούστηκε ως µονή κορυφή κατά τη χρωµατογραφία µοριακής διήθησης, 

είναι καθαρή, σωστά αναδιπλωµένη και σε κατάσταση µονοδιασποράς. Όπως και για 

τη BR2, ακολούθησε ανάλυση  σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές 

συνθήκες (SDS-PAGE) (Σχήµα 30β), ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 

(Western blot), πέψη της πρωτεΐνης µε θρυψίνη, και φασµατοµετρία µάζας (mass 

spectrometry) (Σχήµα 31). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 122 - 

           

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 123 - 

Σχήµα 30: Το στέλεχος SuptoxR παράγει εξαιρετικά υψηλά ποσά 
αποµονωµένης διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. 

(α) Διάγραµµα SEC καθαρής πρωτεΐνης MscL από κύτταρα αγρίου τύπου (µαύρη 
γραµµή) και κύτταρα του στελέχους SuptoxR (κόκκινη γραµµή), όπου φαίνεται µία 
µονή, οµοιογενής και σε κατάσταση µονοδιασποράς κορυφής των πενταµερών MscL. 
(β) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση 
(SDS-PAGE) των κορυφών που διαµορφώθηκαν κατά το SEC (α) του πενταµερούς 
MscL (F88C). To τζελ υποδεικνύει τη παρουσία υψηλής καθαρότητας πρωτεΐνη, η 
οποία περιέχει µόνο MscL(F88C) µονοµερή και διµερή συνδεδεµένα µεταξύ τους µε 
δισουλφιδικούς δεσµούς. Η κυστεΐνη στη θέση 88 (F88C) βρίσκεται στην επιφάνεια 
των δύο γειτονικών υποµονάδων. ΜΒ: Μοριακό Βάρος. Τα νούµερα υποδεικνύουν 
το µοριακό µέγεθος των πρωτεϊνών σε kDa. Τα παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν 
σε συνεργασία µε τον Χρήστο Πλιώτα και τον Χαράλαµπο Καψάλη, στο 
Πανεπιστήµιο του St. Andrews.Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.129 
 

 

 Σχήµα 31: Αποµόνωση της MscL από E. coli κύτταρα SuptoxR. 

Αποτελέσµατα ανάλυσης µε φασµατοσκοπία µάζας της οποίας προηγήθηκε πέψη της 
αποµονωµένης πρωτεΐνης µε θρυψίνη, και συγκεκριµένα στη πάνω πρωτεϊνική 
ζώνη, δηλαδή στα διµερή (Σχήµα 21β), καθώς και στην κάνω πρωτεϊνική ζώνη, 
δηλαδή στο µονοµερές  (Σχήµα 21β) Παρουσιάζεται η πλήρους µήκους αµινοξική 
αλληλουχία της MscL, και τα πεπτίδια που ταυτίζονται σηµαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα. Κάλυψη της αλληλουχίας της ολικής πρωτεΐνης: 35% για την επάνω 
πρωτεϊνική ζώνη και 69% για την κάτω πρωτεϊνική ζώνη. Τα παραπάνω πειράµατα 
διεξήχθησαν σε συνεργασία µε τον Χρήστο Πλιώτα και τον Χαράλαµπο Καψάλη, στο 
Πανεπιστήµιο του St. Andrews. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.129 

Πάνω ζώνη (Διμερές MscL)

Κάτω ζώνη (Μονομερές MscL)
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Ως επακόλουθο της ανάλυσης αυτής και αποσκοπώντας στο να 

προσδιοριστεί  η ολιγοµερής κατάσταση και η διαµόρφωση της MscL (F88C) από το 

στέλεχος SuptoxR στο διάλυµα επιφανειοενεργού όπου βρισκόταν, ακολούθησε 

ανάλυση µέσω φασµατοσκοπίας διπλού συντονισµού ηλεκτρονίων-ηλεκτρονίων 

(DEER ή PELDOR) µετά από σηµειακή στόχευση µε σήµατα ιδιοστροφορµής (σπιν) 

(site-directed spin labeling, SDSL). Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για την εξέταση 

της δυναµικής και της τοπικής δευτεροταγούς δοµής σε συγκεκριµένες θέσεις 

κυστεϊνών136-138. Αυτός ήταν και ο λόγος που εξαρχής χρησιµοποιήθηκε η 

µεταλλαγµένη µορφή της πρωτεΐνης MscL(F88C), αντί της κανονικής µορφής, καθώς 

όπως ήδη ειπώθηκε, στη θέση 88 έφερε το αµινοξύ κυστεΐνη αντί του αµινοξέος 

φαινυλαλανίνη που βρίσκεται κανονικά. 

Η τεχνική PELDOR επιτρέπει τη µέτρηση αποστάσεων µεταξύ 

παραµαγνητικών µορίων (που φέρουν µη- ζευγοποιηµένων ηλεκτρονίων), που έχουν 

δηµιουργηθεί γι αυτόν τον σκοπό, µέσα σε πρωτεϊνικά σύµπλοκα, µεταξύ 1.5 και 7 

νανοµέτρων (nm) και ανεξαρτήτως µεγέθους. Αυτή η τεχνική έχει αποδειχθεί ως ένα 

πολύτιµο εργαλείο για τη µελέτη της διαµόρφωσης, της κατάστασης µονοδιασποράς, 

και των πολυσύνθετων δυναµικών ποικίλων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, όπως 

καναλιών ιόντων, µεταφορέων, αλλά και GPCRs139-145. Το αποτέλεσµα της τεχνικής 

PELDOR στις πρωτεΐνες που µελετήθηκαν, βρέθηκαν να είναι σε πλήρη συµφωνία 

µε µελέτες κρυστάλλαγραφίας ακτίνων Χ 146. 

Προκειµένου να πραγµατοποιηθεί ανάλυση της πρωτεΐνης µε την 

τεχνική PELDOR, πραγµατοποιήθηκε σηµειακή στόχευση µε σήµατα 

ιδιοστροφορµής, µέσω της ένωσης (MTSSL) (S-(2,2,5,5- tetramethyl-2,5-dihydro-1H-

pyrrol-3-yl )methylmethanesulfonothioate), µετά από πρόσδεσή του στην κυστεΐνη 
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88 που έφερε η πρωτεΐνη MscL(F88C). Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης αυτής έδειξαν 

πως η πρωτεΐνη MscL, σχηµατίζει ένα πενταµερές το οποίο έφερε 5 σήµατα 

ιδιοστροφορµής (σπιν) ανά µακροµόριο. Αναλύοντας τις αποστάσεις που 

σχηµατίζονταν, διαπιστώσαµε πως δύο διακριτές αποστάσεις δηµιουργήθηκαν: η 

απόσταση 1 (D1) και η απόσταση 2 (D2), επιτρέποντας έτσι τον προσδιορισµό της 

διαµόρφωσης και της κατάστασης της πρωτεΐνης MscL ως ολιγοµερές εντός του 

διαλύµατος επιφανειοενεργού όπου βρισκόταν. Μετά την ανάλυση των 

αποτελεσµάτων που πήραµε από το PELDOR, έγινε εφικτός ο καθορισµός, σε µεγάλη 

ακρίβεια, των αποστάσεων 1 και 2 (D1/D2) (Σχήµα 32). 

 

 

Σχήµα 32: Το στέλεχος SuptoxR παράγει σωστά αναδιπλωµένη 
διαµεµβρανική πρωτεΐνη MscL  στην αναµενόµενη ολιγοµερή 
διαµόρφωση.

Διαφορετικές όψεις του πόρου του καναλιού MscL. H πενταµερής πρωτεΐνη MscL 
(F88C) σηµαίνεται µε 5 σήµατα ιδιοστροφορµής που οδηγούν σε µία πενταµερή 
συµµετρία, κι έτσι σε δύο αναµενόµενες αποστάσεις στο PELDOR/DEER. Τα 
παραπάνω πειράµατα διεξήχθησαν σε συνεργασία µε τον Χρήστο Πλιώτα και τον 
Χαράλαµπο Καψάλη, στο Πανεπιστήµιο του St. Andrews. Προσαρµοσµένο σχήµα 
από Michou et al.129 
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Οι αποστάσεις βρέθηκε πως είναι σε πλήρη συµφωνία µε τις αποστάσεις που 

δηµιουργούνται στην κλειστή δοµή της πενταµερούς διαµόρφωσης της MscL, όπως 

έχει αποδειχθεί µε την απόκτηση της κρυσταλλικής δοµής της συγκεκριµένης 

πρωτεΐνης (PDB 2OAR)147 .Τα αποτελέσµατα της ανάλυσής µας επιβεβαίωσαν πως η 

πρωτεΐνη MscL που έχει προέλθει από το στέλεχος SuptoxR, είναι σωστά 

αναδιπλωµένη, δοµικά άρτια, καθώς επίσης, σχηµατίζει, σε κλειστή δοµή, ένα 

συµµετρικό πενταµερές, το οποίο αναλύθηκε περαιτέρω και βρέθηκε πως ο λόγος 

µεταξύ των αποστάσεων D2/D1 ισούται περίπου µε 1,6,  καθιστώντας το έτσι, ως το 

άψογα συµµετρικό πενταµερές129, 136.  
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Κεφάλαιο 5 - Κατασκευή βελτιωµένου 
στελέχους E. coli SuptoxD 2ης γενιάς 

(SuptoxD2.0) 
 
 
5.1 Προσέγγιση κατασκευής βελτιωµένου στελέχους E. 
coli SuptoxD στελέχους 2ης γενιάς 
 
 
 Έχοντας  βελτιστοποιήσει την παραγωγικότητα του στελέχους SuptoxD σε 

ανασυνδυασµένες µεµβρανοπρωτεϊνες, θελήσαµε να διερευνήσουµε αν DjlA 

πρωτεΐνες προερχόµενες από άλλους οργανισµούς µπορούσαν να έχουν παρόµοιες 

ευεργετικές δράσεις µε την πρωτεΐνη DjlA του οργανισµού E. coli (στέλεχος 

SuptoxD) στην αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας και την παραγωγή 

αυξηµένων ποσοτήτων διαµεµβρανικής πρωτεΐνης και, εάν ναι, να διερευνήσουµε 

αν κάποια εξ αυτών των DjlA πρωτεϊνών παρουσίαζε ακόµα πιο βελτιωµένες 

ιδιότητες. 

 

5.2 Επιλογή οµόλογων πρωτεϊνών της E. coli DjlA για 
περαιτέρω µελέτη 
 
 

Η DjlA, όπως αναλύθηκε εκτενώς, αποτελεί µία J-πρωτεΐνη, µε τη J 

υποµονάδα της να εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης (C-terminus). 

Όπως κι οι υπόλοιπες πρωτεΐνες που ανήκουν στην ίδια κατηγορία, διαθέτει άλλα 

δύο τµήµατα:  ένα αµινοτελικό (N-terminal) διαµεµβρανικό τµήµα (TMD),  και (ii) 

ένα κεντρικό τµήµα (central domain). Όπως γνωρίζουµε από προηγούµενες µελέτες 
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µας, µία πλήρους µήκους και συνδεόµενη µε τη µεµβράνη πρωτεΐνη DjlA απαιτείται 

για την ευεργετική δράση της στην καταστολή της τοξικότητας και στην 

υπερέκφραση των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών107. Συνεπώς, όπως γίνεται αντιληπτό, 

κάθε τµήµα αυτής της πρωτεΐνης έχει έναν ή και περισσότερους πολύ σηµαντικούς  

ρόλους, τόσο για την εύρυθµη λειτουργία του οργανισµού, όσο και για την επιτυχή 

υπερέκφραση µεµβρανοπρωτεϊνών. Σύµφωνα µε µία πρόσφατη µελέτη που διεξήχθη 

σε 1709 διαφορετικά βακτηριακά γονιδιώµατα, το µεγαλύτερο ποσοστό J-πρωτεϊνών 

που ταυτοποιήθηκαν ανήκαν στην οµάδα 3 (όπως και η DjlA), µε πρωταγωνιστικό 

ρόλο να κατέχει η DjlA καθώς ήταν παρούσα στο 25% αυτών των γονιδιωµάτων. Τα 

γονιδιώµατα αυτά ανήκαν σε ποικίλες κατηγορίες διαφορετικών βακτηρίων, όπως 

είναι τα γ-πρωτεοβακτήρια, τα α-πρωτεοβακτήρια κ.α. Ενδιαφέρον προκαλεί το 

γεγονός πως σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις, η DjlA συνοδευόταν από µία J-

πρωτεΐνη που άνηκε στην οµάδα 1 (όπως η DnaJ), καθώς κι από την  DnaK148. 

Έχοντας υπόψιν πως η πρωτεΐνη DjlA απαντάται µόνο σε παθογόνα 

βακτήρια, όπως είναι τα Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Yersinia pestis, 

και Pseudomonas aeruginosa108 κ.α. αναρωτηθήκαµε αν µία οµόλογη, φυσικώς 

απαντώµενη, DjlA από κάποιο άλλο βακτήριο, θα µπορούσε να αντιµετωπίσει 

επιτυχώς την τοξικότητα που προκαλείται κατά την υπερέκφραση διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών, και πιθανώς και έχει και ευεργετικές ιδιότητες στην επιτυχή παραγωγή 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, µε παρόµοιο τρόπο όπως κι η πρωτεΐνη E. coli DjlA. 

Υπό αυτή τη σκέψη, πραγµατοποιήθηκε αναζήτηση στη βιβλιογραφία και σε 

βάσεις δεδοµένων όπως η NCBI BLASTp149 για την εύρεση βακτηριακών 

γονιδιωµάτων που να κωδικοποιούν φυσικές παραλλαγές τη συγκεκριµένης 

πρωτεΐνης. Σκοπό µας αποτελούσε η εύρεση οµόλογων πρωτεϊνών της E. coli DjlA, 
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µε κλιµακούµενα ποσοστά οµοιότητας, που προέρχονταν από βακτήρια 

διαφορετικής προελεύσεως, προκειµένου να µελετήσουµε µία ποικιλία πρωτεϊνών 

DjlA στη δράση τους κατά της κυτταροτοξικότητας στο βακτήριο E. coli150.  

Μετά την εύρεση των διαφορετικών παθογόνων βακτηρίων, προβήκαµε στη στοίχιση 

των πρωτεϊνικών DjlA αλληλουχιών που αυτά έφεραν, µέσω των προγραµµάτων 

Clustal Omega and ESPript. Όπως φαίνεται στο σχήµα 33α, οι πρωτεϊνικές 

αλληλουχίες χωρίζονταν σε 3 οµάδες: µία οµάδα µε υψηλό ποσοστό αµινοξικής 

οµοιότητας (85%), µία 2η οµάδα µε µεσαίο ποσοστό αµινοξικής οµοιότητας (60-85%) 

και τέλος µία 3η οµάδα που χαρακτηριζόταν από µικρό ποσοστό αµινοξικής 

οµοιότητας (<60%)  µε την DjlA του E. coli. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το 

γεγονός πως στις οµόλογες πρωτεΐνες DjlA διακρίνονται αρκετές διαφορές αλλά και 

οµοιότητες, ως προς τα ιδιαίτερα δοµικά χαρακτηριστικά τους που αφορούν στις 3 

υποµονάδες που φέρει µία J-πρωτεΐνη, όπως η DjlA. Συγκεκριµένα, η µεγαλύτερη 

ετερογένεια στην αµινοξική ακολουθία παρατηρείται στο κεντρικό τµήµα άγνωστης 

λειτουργίας της πρωτεΐνης (central domain), όπου οι επιλεγµένες προς µελέτη, 

οµόλογες πρωτεΐνες διέφεραν σηµαντικά και στο µήκος του. Αµινοξική ετερογένεια 

παρατηρήθηκε και στο αµινοτελικό (N-terminal) διαµεµβρανικό τµήµα (TMD) των 

επιλεγµένων πρωτεϊνών, αλλά σε µικρότερο βαθµό συγκριτικά µε αυτήν του 

κεντρικού τµήµατος. Παρόλα αυτά, όλες οι εξεταζόµενες οµόλογες πρωτεΐνες 

διαθέτουν το συντηρηµένο µοτίβο GxxxG που έχει παρατηρηθεί, εκτός από τα 

συγκεκριµένα βακτήρια, και σε άλλα όπως το Haemophilus influenza, το Coxiella 

burnetti κ.α. Οι παρατηρήσεις αυτές προκαλούν το ενδιαφέρον καθώς το 

διαµεµβρανικό τµήµα της DjlA, εκτός του ότι µετέχει στο διµερισµό της πρωτεΐνης, 

στην τοποθέτηση αυτής στην µεµβράνη, καθώς και εµπλέκεται στην ενεργοποίηση 
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της αντίδρασης στρες Rcs, φαίνεται, σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες µας, να 

κατέχει πολύ σηµαντικό ρόλο στην επιτυχή υπερέκφραση διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών, καθώς πιθανότατα, µέσω αυτού, να αλληλεπιδρά η DjlA µε αυτές.  

Όσον αφορά στο καρβοξυτελικό τµήµα (C-terminal) όπου και εδράζεται η J 

υποµονάδα, παρατηρείται η µεγαλύτερη αµινοξική οµοιότητα µεταξύ των 

εξεταζόµενων πρωτεϊνικών αλληλουχιών. Σε όλες τις πρωτεΐνες παρατηρείται το 

συντηρηµένο µοτίβο του τριπεπτιδίου HPD, το οποίο κρίνεται ως απαραίτητο για 

την αλληλεπίδραση της DjlA µε την DnaK. Το γεγονός πως αυτό το τριπεπτίδιο 

υπάρχει σε όλες τις εξεταζόµενες οµόλογες πρωτεΐνες, όσο µακριά ή κοντά κι αν 

βρίσκονται αυτές εξελικτικά, τονίζει τη µεγάλη σηµασία που έχει η ύπαρξη του στην 

εύρυθµη λειτουργία της πρωτεΐνης (Σχήµα 33β). 
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 Σχήµα 33: Συγκριτική ανάλυση των αµινοξικών αλληλουχιών όλων των 
εξεταζόµενων οµόλογων, µε την E. coli DjlA, πρωτεϊνών. 

(α) Φυλογενετική ανάλυση όλων των οµόλογων βακτηριακών DjlA πρωτεϊνών και 
ανάλυση των ποσοστών οµοιότητας της αµινοξικής τους ακολουθίας µε αυτήν της E. 
coli DjlA. Οι εξελικτικές σχέσεις των ειδών πραγµατοποιήθηκαν µε χρήση της 
µεθόδου της Ελάχιστης εξέλιξης (Minimum Evolution method). Το φυλογενετικό 
δένδρο είναι χωρίς ρίζα, και µε µήκη κλάδων στις ίδιες µονάδες  µε τις 
φυλογενετικές αποστάσεις που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή του δένδρου. 
Οι φυλογενετικές αποστάσεις υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας την µέθοδο 
διόρθωσης Poisson και οι φυλογενετικές αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν 
χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα MEGA X. (β) Πολλαπλή στοίχιση αµινοξικών 
αλληλουχιών όλων των εξεταζόµενων, οµόλογων µε την  E. coli DjlA, πρωτεϊνών. Τα 
αµινοξέα τα οποία παρουσιάζουν πλήρη συντήρηση σηµαίνονται µε κόκκινο χρώµα, 
και τα λιγότερα συντηρηµένα, ανάµεσα στις συγκρινόµενες αλληλουχίες, µε κίτρινο 
χρώµα. Η στοίχιση πραγµατοποιήθηκε µε χρήση των προγραµµάτων  Clustal Omega 
και ESPript. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.150  
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5.3 Σύγκριση της αποτελεσµατικότητας φυσικών 
παραλλαγών της E. coli DjlA στο να αντιµετωπίζουν 
την κυτταροτοξικότητα και να προάγουν την 
υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών  
 
 

Προκειµένου να µπορέσουµε να µελετήσουµε την επίδραση των οµόλογων 

DjlA πρωτεϊνών στην αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας που επάγεται από την 

υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, προβήκαµε στην κλωνοποίηση των 

γονιδίων που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες αυτές. Έτσι, ενισχύσαµε για κάθε 

διαφορετικό οµόλογο, µε χρήση των κατάλληλα σχεδιασµένων εκκινητών, το 

αντίστοιχο djlA γονίδιο είτε από γονιδιωµατικό DNA  είτε από πλασµιδιακό φορέα 

που έφερε το  djlA γονίδιο (όπως στη περίπτωση του V. tapetis). Στη συνέχεια, 

κλωνοποιήσαµε κάθε γονίδιο εντός του πλασµιδιακού φορέα pSuptoxD, αφαιρώντας 

πρώτα το E. coli djlA γονίδιο, και τοποθετώντας στη θέση του το οµόλογό του djlA 

γονίδιο κάθε φορά (πίνακας 2, Κεφάλαιο 8). Στο σηµείο αυτό πρέπει να σηµειωθεί 

πως οι αλληλουχίες των γονιδίων δεν προσαρµόστηκαν µε βάση τα πλέον 

χρησιµοποιούµενα κωδικόνια του οργανισµού E. coli (codon optimization), αλλά 

διατηρήθηκε η ενδογενής αλληλουχία, όπως αυτή κωδικοποιείται σε κάθε 

οργανισµό από τον οποίο και προήλθαν.  

Για τη διεξαγωγή της πρώτης διερευνητικής σύγκρισης όλων των οµόλογων 

DjlA πρωτεϊνών στην αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας και στην επιτυχή 

υπερέκφραση µεµβρανοπρωτεϊνών, επιλέχθηκε να χρησιµοποιηθεί ως µοντέλο ξανά 

η BR2. 
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Η ευεργετική επίδραση της συνέκφρασης των οµόλογων µε την E. coli DjlA, 

πρωτεϊνών αξιολογήθηκε αρχικά στην αντιµετώπιση της επαγόµενης 

κυτταροτοξικότητας από την παραγωγή της BR2, παρατηρώντας και µετρώντας την 

τελική κυτταρική πυκνότητα των καλλιεργειών µετά το πέρας της διαδικασίας. 

Όπως φαίνεται στο σχήµα 34, όλες οι εξεταζόµενες DjlA πρωτεΐνες, µε εξαίρεση την 

DjlA από τον οργανισµό Vibrio tapetis, παρουσίασαν σηµαντική αύξηση της 

κυτταρικής πυκνότητας των καλλιεργειών όπου συνεκφράζονται µε την BR2, και 

δρουν ως καταστολείς της κυτταροτοξικότητας. Στη συνέχεια, στις ίδιες 

καλλιέργειες, µετρήθηκε κι ο φθορισµός ανά κύτταρο χρησιµοποιώντας 

κυτταροµετρία ροής, προκειµένου διαπιστώσουµε εάν αυτές οι οµόλογες πρωτεΐνες 

προάγουν και την υπερπαραγωγή της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης BR2. Πράγµατι, η 

ανάλυση των αποτελεσµάτων έδειξε πως η πλειοψηφία των εξεταζόµενων DjlA 

πρωτεϊνών βοηθά σε µεγάλο βαθµό την επιτυχή παραγωγή της χιµαιρικής 

πρωτεΐνης BR2-GFP, σηµειώνοντας αυξηµένα επίπεδα φθορισµού ανά κύτταρο, 

συγκριτικά µε τα κύτταρα αγρίου τύπου. Επιπλέον, µέσω της κυτταροµετρίας ροής 

διαπιστώθηκε και οµοιογένεια στους πληθυσµούς των κυττάρων. Στην περίπτωση 

όπου δε χρησιµοποιήθηκε καταστολέας κατά την παραγωγή της BR2-GFP 

πρωτεΐνης, σχηµατίζονται δύο διακριτοί πληθυσµοί, µε διαφορετικά επίπεδα 

φθορισµού. Αυτό εξηγείται πιθανά από το εξής φαινόµενο: Κατά την υπερπαραγωγή 

της πρωτεΐνης BR2-GFP όπου σηµειώνεται υψηλότατη τοξικότητα, κάποια κύτταρα 

αποβάλλουν το πλασµίδιο που κωδικοποιεί για την παραγωγή της πρωτεΐνης, ενώ 

κάποια άλλα το διατηρούν. Εξ ’ου και ο σχηµατισµός των δυο διαφορετικών 

πληθυσµών (Σχήµα 35).  
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Η αυξηµένη κυτταρική πυκνότητα που σηµειώθηκε, συνδυαστικά µε τον ανά 

κύτταρο αυξηµένο φθορισµό, οδηγούν σε µία στατιστικώς σηµαντικότατη, 

συγκριτικά µε την απουσία υπερπαραγωγής djlA (δείγµα χωρίς καταστολέα), 

ογκοµετρική αύξηση του παρατηρούµενου φθορισµού, σε δείγµατα που έχουν 

προκύψει από ίσο όγκο καλλιέργειας για όλες τις διαφορετικές DjlA που 

δοκιµάστηκαν (Σχήµα 36). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός πως το 

µέγεθος αυτής της ογκοµετρικής αύξησης του φθορισµού ήταν διαφορετικό κατά τη 

συµπαραγωγή κάθε µίας από τις εξεταζόµενες DjlA πρωτεΐνες µε την πρωτεΐνη BR2-

GFP, και εποίκιλε από σηµαντικό (44% για τη DjlA που προερχόταν από τον 

οργανισµό  A.  tumefaciens), έως σε δραµατικό βαθµό ((1,000–1,450% για τις DjlA 

που προέρχονταν από τους οργανισµούς E. coli, S. enterica, K. pneumoniae, και E. 

gergoviae).  

Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε πως η θεαµατική ογκοµετρική αύξηση του 

σχετικού φθορισµού που παρατηρήθηκε µετά από τη συµπαραγωγή των 

διαφορετικών DjlA κατά την παραγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP 

προερχόταν από αυξηµένη παραγωγή, ενσωµατωµένης στη µεµβράνη, πρωτεΐνης, 

προβήκαµε στην αποµόνωση πρωτεΐνης. Έτσι, αποµονώθηκαν µεµβράνες από ίσο 

όγκο καλλιεργειών 500 mL µετά το πέρας της διαδικασίας υπερέκφρασης, 

οµογενοποιήθηκαν και ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών σε πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, καθώς και ανάλυση µετά από  

ανοσοαποτύπωση κατά Western (Σχήµα 37). Όπως γίνεται αντιληπτό µετά την 

ανάλυση των πρωτεϊνών που παρήχθησαν υπό τις ίδιες συνθήκες, χρησιµοποιώντας 

σε κάθε περίπτωση διαφορετική οµόλογη της E. coli DjlA πρωτεΐνη DjlA, και 

συγκρίνοντας µε τα δείγµατα που δεν περιείχαν πρωτεΐνη-καταστολέα DjlA, 
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διακρίνονται σηµαντικές διαφορές. Όταν γίνεται χρήση των πρωτεϊνών  DjlA που 

προέρχονται από τους οργανισµούς S. enterica, P. mirabilis, Y. tuberculosis, 

διαπιστώνεται αυξηµένη παραγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης BR2-GFP. Επιπλέον, 

όπως παρατηρείται, η αυξηµένη παραγωγή µίας DjlA πρωτεΐνης (π.χ. της V. tapetis 

DjlA), η οποία δηµιουργεί µία µεγάλη πρωτεϊνική ζώνη, δε συνεπάγεται και την 

αποτελεσµατικότητά της, ούτε καταστέλλοντας την κυτταροτοξικότητα (Σχήµα 34), 

ούτε συνδράµοντας στην επιτυχή υπερπαραγωγή της πρωτεΐνης BR2-GFP (Σχήµα 

35-37).  

Οι DjlA πρωτεΐνες που σηµείωσαν τόσο εντυπωσιακά αποτελέσµατα, και στην 

καταστολή της κυτταροτοξικότητας προάγοντας την κυτταρική ανάπτυξη, αλλά και 

στην παραγωγή αυξηµένης ποσότητας, ενσωµατωµένης στην µεµβράνη, BR2-GFP 

πρωτεΐνης, ήταν, κατά κανόνα, αυτές που εµφάνιζαν τα µεγαλύτερα ποσοστά 

αµινοξικής οµοιότητας µε την ενδογενή E. coli DjlA, όπως απορρέει και από την 

σύγκριση των αµινοξικών αλληλουχιών των διαφορετικών DjlA που µελετήθηκαν. 

Επιπλέον, αξιοσηµείωτη παρατήρηση αποτελεί το ότι, παρά την µεγάλη απόκλιση  

στην οµοιότητα των αµινοξικών αλληλουχιών πολλών εξεταζόµενων DjlA 

πρωτεϊνών, συγκρινόµενα µε την E. coli DjlA, και την εξελικτική απόσταση που τα 

χωρίζει από αυτή, όταν χρησιµοποιήθηκαν κατά την παραγωγή της πρωτεΐνης BR2-

GFP, έδρασαν ως εξαιρετικά αποτελεσµατικοί καταστολείς της κυτταροτοξικότητας, 

καθώς επίσης συνέδραµαν στην επιτυχή υπερπαραγωγή της BR2-GFP.  

Όπως διαπιστώθηκε, η χρήση της DjlA πρωτεΐνης που προέρχεται από τον 

οργανισµό S. enterica: (i) καταστέλλει αποτελεσµατικότατα την κυτταροτοξικότητα 

που προκαλείται κατά την υπερπαραγωγή του υποδοχέα BR2, (ii) βοηθά, σε 

στατιστικώς σηµαντικό βαθµό, την παραγωγή της πρωτεΐνης BR2-GFP συγκριτικά 
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µε όταν χρησιµοποιείται η ενδογενής E. coli DjlA, γεγονός το οποίο γίνεται 

προφανές και από τον ανά κύτταρο φθορισµό που καταγράφηκε µετά από 

κυτταροµετρία ροής (Σχήµα 35), και από την ογκοµετρική αύξηση του 

παρατηρούµενου φθορισµού (Σχήµα 36), καθώς και από την ανάλυση µετά από 

ανοσοαποτύπωση κατά Western όπου η παραγόµενη ζώνη πρωτεΐνης στην 

περίπτωση της S. enterica DjlA είναι σαφώς µεγαλύτερη συγκριτικά µε την 

παραγόµενη ζώνη πρωτεΐνης στην περίπτωση χρήσης της  E. coli DjlA (Σχήµα 37).  
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Σχήµα 34: H πλειοψηφία των οµόλογων, της E. coli DjlA, πρωτεϊνών DjlA 
δρουν αποτελεσµατικά ως  καταστολείς της κυτταροτοξικότητας, 
προάγοντας την κυτταρική ανάπτυξη.

Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm, από ίσο όγκο καλλιέργειας, όπου 
παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP µετά από προσθήκη 0.2 µg/mL aTc και  
100*10-4  % w/v L(+) αραβινόζης, για 16 ώρες στους 25 oC.  Οι µετρήσεις έχουν 
πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές και τα 
σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Η 
στατιστική σηµαντικότητα αναφέρεται στις διαφορές συγκριτικά µε τα δείγµατα 
όπου δεν έχει χρησιµοποιηθεί καταστολέας, και οποιαδήποτε άλλη σύγκριση 
σηµαίνεται µε µία µπάρα µεταξύ των δειγµάτων που συγκρίνονται. Προσαρµοσµένο 
σχήµα από Michou et al.150  
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Σχήµα 35: Η συµπαραγωγή συγκεκριµένων DjlA πρωτεϊνών αυξάνει την 
ανά κύτταρο παραγωγή, ενσωµατωµένης στη µεµβράνη, BR2-GFP 
πρωτεΐνης. 

(Επάνω) Διαγράµµατα εµπρόσθιας και πλάγιας σκέδασης µετά από κυτταροµετρία 
ροής κυττάρων που υπερπαράγουν την πρωτεΐνη BR2-GFP µε συµπαραγωγή ή µη 
(χωρίς καταστολέα) διαφορετικών DjlA πρωτεϊνών  µε προσθήκη 100*10-4  % w/v 
L(+) αραβινόζης και 200 µg/L ανυδροτετρακυκλίνης για 16 h στους 25 °C. (Κάτω) 
Σύγκριση των επιπέδων φθορισµού µεµονωµένων E. coli κυττάρων τα οποία 
υπερπαράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP παρουσία ή µη καταστολέα. Η 
οριοθέτηση κυττάρων που µετρηθήκαν παρουσιάζεται µε µια γκρι γραµµή (επάνω). 
Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.150  
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Σχήµα 36: Η χρήση των πρωτεϊνών DjlA που προέρχονται από 
διαφορετικά βακτήρια αυξάνουν σηµαντικά την ογκοµετρική 
παραγωγικότητα  διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. 

Διάγραµµα συγκριτικής µέτρησης σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-
GFP  µετά από προσθήκη 100*10-4%w/v L(+) αραβινόζης και 200 µg/L 
ανυδροτετρακυκλίνης για 16 h στους 25 °C. ανυδροτετρακυκλίνης (aTc), για 16 
ώρες στους 25 oC. Ο φθορισµός των κυττάρων που παράγουν τη πρωτεΐνη BR2-GFP 
χωρίς τη χρήση καταστολέα ορίστηκε ως µονάδα. Οι µετρήσεις έχουν 
πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές, και 
τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.).Η 
στατιστική σηµαντικότητα αναφέρεται στις διαφορές συγκριτικά µε τα δείγµατα 
όπου δεν έχει χρησιµοποιηθεί καταστολέας, και οποιαδήποτε άλλη σύγκριση 
σηµαίνεται µε µία µπάρα µεταξύ των δειγµάτων που συγκρίνονται. Προσαρµοσµένο 
σχήµα από Michou et al.150  
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Σχήµα 37: Η συµπαραγωγή των περισσότερων DjlA πρωτεϊνών αυξάνουν 
σηµαντικά τα επίπεδα παραγόµενης και ενσωµατωµένης στη µεµβράνη 
πρωτεΐνης BR2-GFP. 

Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, και µετά από  
ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από κύτταρα που 
δεν περιέχουν καταστολέα κι από κύτταρα που συνεκφράζουν DjlA από 
διαφορετικούς οργανισµούς, προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν 
τη χιµαιρική πρωτεΐνη BR2-GFP χρησιµοποιώντας τo αντίσωµα αντι-HIS που 
στοχεύει στο C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, σε δείγµατα όπου έχει προηγηθεί 
βρασµός. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.150  
 
 
 
5.4 Ανάπτυξη του στελέχους 2ης γενιάς SuptoxD2.0 
 

Ανάµεσα στις φυσικά απαντώµενες DjlA πρωτεΐνες που βρήκαµε πως µπορούν 

και δρουν ως καταστολείς, της επαγόµενης από την υπερέκφραση διαµεµβρανικών 

πρωτεινών, κυτταροτοξικότητας, διαπιστώσαµε πως η  DjlA που προερχόταν από τον 

οργανισµό S. enterica ήταν η πλέον αποτελεσµατική. Συγκεκριµένα, η 

αποτελεσµατικότητά της ξεπερνά αυτή της ενδογενούς πρωτεΐνης του στελέχους 

SuptoxD, και από πλευράς καταπολέµησης της κυτταροτοξικότητας (16% 

υψηλότερη τελική κυτταρική πυκνότητα), αλλά και από πλευράς παραγωγικότητας 

(16% υψηλότερη ογκοµετρική συσσώρευση των πρωτεϊνών) (Σχήµατα 34-37). 

Βασιζόµενοι σε αυτή τη διαπίστωση, σχεδιάσαµε ένα 2ης γενιάς SuptoxD στέλεχος, 

ονόµατι SuptoxD2.0. Το στέλεχος αυτό υπερεκφράζει το γονίδιο S. enterica djlA 

υπό τον έλεγχο του araBAD υποκινητή (Σχήµα 38)150. 
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Σχήµα 38: Τα στελέχη SuptoxD και SuptoxD2.0.

Οι ευεργετικές ιδιότητες των στελεχών 1ης και 2ης γενιάς οφείλονται στα γονίδια E. 
coli djlA (Ec djlA) και S. enterica djlA (Se djlA) που κωδικοποιούνται από τα 
πλασµίδια pSuptoxD και pSuptoxD2.0 αντίστοιχα, υπό τον έλεγχο του araBAD 
υποκινητή. 
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5.5 Οι ευεργετικές ιδιότητες του στελέχους 2ης γενιάς 
SuptoxD2.0 µπορούν να εφαρµοστούν σε 
διαµεµβρανικές πρωτεΐνες διαφορετικών 
χαρακτηριστικών 

 
 

Θέλοντας να εξετάσουµε αν οι βελτιωµένες ιδιότητες του SuptoxD2.0 έναντι 

του SuptoxD µπορούσαν να εφαρµοστούν και σε άλλες µεµβρανικές πρωτεΐνες, 

διαλέξαµε δύο µεµβρανικές πρωτεΐνες οι οποίες ανήκουν κι αυτές στους GPCRs. Οι 

πρωτεΐνες αυτές ήταν ευκαρυωτικής προελεύσεως και ήταν η NTR1(D03) και ο 

περιφερικός υποδοχέας κανναβινοειδών CB2 (πίνακας 1, Κεφάλαιο 8). Και οι δύο 

µεµβρανικές πρωτεΐνες ήταν, και σε αυτή τη περίπτωση, συζευγµένες µε την 

πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο καρβοξυτελικό τους άκρο (C-terminus) 

ούτως ώστε να υπάρχει συσχέτιση µεταξύ του φθορισµού των κυττάρων και της 

παραγόµενης πρωτεΐνης που έχει ενσωµατωθεί στη µεµβράνη, καθώς επίσης έφεραν 

κι έναν επίτοπο ιστιδίνης (HIS) στο καρβοξυτελικό τους άκρο (C-terminus), καθώς 

κι έναν επίτοπο FLAG στο  αµινοτελικό τους άκρο (N-terminus) για τον 

ανοσοεντοπισµό τους.  

Μετά το πέρας της διαδικασίας της υπερέκφρασης και των δυο 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών σε κύτταρα αγρίου τύπου, καθώς και στα στελέχη 

SuptoxD και SuptoxD2.0, υπό τις κατάλληλες συνθήκες, καταλήξαµε στις εξής 

παρατηρήσεις: (i) Η χρήση του στελέχους SuptoxD2.0 αποφέρει µία ακόµα πιο 

µεγάλη αύξηση στην κυτταρική πυκνότητα, καθιστώντας πλέον ξεκάθαρη την 

ευεργετική του δράση στην αντιµετώπιση της κυτταροτοξικότητας έναντι του 

SuptoxD και φυσικά συγκρινόµενο µε τα κύτταρα αγρίου τύπου όπου δε γίνεται 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 145 - 

υπερπαραγωγή καµίας DjlA πρωτεΐνης (Σχήµα 39α), (ii) Η ογκοµετρική αύξηση των 

παραγόµενων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, µετρώντας το σχετικό φθορισµό των 

καλλιεργειών και συσχετίζοντάς τον µε την παραγόµενη, ενσωµατωµένη στη 

µεµβράνη, πρωτεΐνη σε δείγµατα από ίσο όγκο καλλιέργειας, ήταν θεαµατική έναντι 

του στελέχους SuptoxD. Συγκεκριµένα, κατά τη χρήση του στελέχους SuptoxD2.0 

παρατηρήθηκε 45% αύξηση της ογκοµετρικής συσσώρευσης της πρωτεΐνης CB2-

GFP  και 70% αύξηση της ογκοµετρικής συσσώρευσης της πρωτεΐνης NTR1(D03)-

EGFP συγκριτικά µε την αντίστοιχη ογκοµετρική συσσώρευση των πρωτεϊνών 

αυτών όταν παράγονται στο στέλεχος SuptoxD (Σχήµα 39β) και (iii) κατά την 

αποµόνωση ολικών µεµβρανών από καλλιέργεια- µάρτυρα µε κύτταρα αγρίου τύπου 

(όπου δεν υπάρχει παραγωγή πρωτεΐνης DjlA) και από κύτταρα SuptoxD και  

SuptoxD2.0 που είχαν χρησιµοποιηθεί για την υπερέκφραση της 

µεµβρανοπρωτεΐνης NTR1(D03)-EGFP, καθώς και της µεµβρανοπρωτεΐνης CB2-

GFP, επιβεβαιώθηκε πως ο αυξηµένος κυτταρικός φθορισµός που παρατηρήθηκε 

οφείλεται σε αυξηµένη παραγωγή πλήρους µήκους, σωστά ενσωµατωµένης και 

αναδιπλωµένης διαµεµβρανικής πρωτεΐνης, όπως γίνεται εµφανές και από το σχήµα 

39γ. Η διαπίστωση αυτή προέκυψε µετά την ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

υπό αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού (in gel 

fluorescence), καθώς και ανάλυση µετά από  ανοσοαποτύπωση κατά Western.  

Έτσι, επιβεβαιώθηκε πως το στέλεχος SuptoxD2.0, όχι µόνο προάγει την 

επιτυχή υπερπαραγωγή πρωτεΐνης σωστά ενσωµατωµένης στη µεµβράνη, αλλά 

µπορεί και παράγει αυξηµένα ποσά σωστά αναδιπλωµένης διαµεµβρανικής 

πρωτεΐνης, φαινόµενο το οποίο εφαρµόζεται σε διαφορετικών χαρακτηριστικών 

µεµβρανικές  πρωτεΐνες. 
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Σχήµα 39: Το στέλεχος SuptoxD2.0 επιτυγχάνει ακόµα πιο αυξηµένα 
επίπεδα παραγωγής διαµεµβρανικών πρωτεϊνών.

(α) Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm, από ίσο όγκο καλλιέργειας, όπου 
παράγεται η χιµαιρική πρωτεΐνη CB2-GFP (επάνω) και η NTR1(D03)-EGFP (κάτω) 
µετά από προσθήκη 100*10-4  % w/v L(+) αραβινόζης, και 0.2 µg/mL aTc για 16 ώρες 
στους 25 oC σε κύτταρα αγρίου τύπου, SuptoxD και SuptoxD2.0. (β) Μέτρηση 
σχετικού GFP φθορισµού κυττάρων αγρίου τύπου, SuptoxD και SuptoxD2.0 που 
προέρχονται από ίσο όγκο καλλιέργειας και παράγουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη CB2-
GFP (επάνω) και τη NTR1(D03)-EGFP (κάτω)  Ο φθορισµός των κυττάρων αγρίου 
τύπου ορίστηκε ως µονάδα. (γ) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες, ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού, καθώς και ανάλυση 
µετά από  ανοσοαποτύπωση κατά Western αποµονωµένων ολικών µεµβρανών από 
κύτταρα αγρίου τύπου SuptoxD και SuptoxD2.0  που προέρχονται από ίσο όγκο 
καλλιέργειας και παράγουν τις χιµαιρικές πρωτεΐνες CB2-GFP (αριστερά) και 
NTR1(D03)-EGFP (δεξιά), όπως περιεγράφηκε στο (β), χρησιµοποιώντας το 
αντίσωµα αντι-HIS ή το αντι-GFP που στοχεύει στο C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης ή 
το αντίσωµα αντι-FLAG  που στοχεύει στο N-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, σε 
δείγµατα όπου έχει προηγηθεί βρασµός (µε βρασµό) και  σε άλλα που δεν έχει 
προηγηθεί βρασµός (χωρίς βρασµό). Οι µετρήσεις στα (α) και (β) έχουν 
πραγµατοποιηθεί σε τριπλές καλλιέργειες , τουλάχιστον 3 ανεξάρτητες φορές, και 
τα σφάλµατα αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Η 
στατιστική σηµαντικότητα αναφέρεται στις διαφορές συγκριτικά µε τα δείγµατα από 
τα κύτταρα αγρίου τύπου και οποιαδήποτε άλλη σύγκριση σηµαίνεται µε µία µπάρα 
µεταξύ των δειγµάτων που συγκρίνονται. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et 
al.150  
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5.6 Το στέλεχος E. coli SuptoxD2.0 παράγει αυξηµένες 
ποσότητες υψηλής ποιότητας και ενεργούς 
διαµεµβρανικής πρωτεΐνης συγκριτικά µε το αρχικό 
στέλεχος SuptoxD  
 
 

Προκειµένου να διερευνήσουµε αν η αυξηµένη ποσότητα σωστά ενσωµατωµένης στη 

µεµβράνη και αναδιπλωµένης, πλήρους µήκους πρωτεΐνης που παράγεται µε χρήση 

του στελέχους SuptoxD2.0  ήταν και βιολογικώς λειτουργική, χρησιµοποιήσαµε την 

πρωτεΐνη HtdR. Προς την κατεύθυνση αυτή, χρησιµοποιήσαµε E. coli κύτταρα 

αγρίου τύπου, SuptoxD καθώς και SuptoxD2.0, και υπό τις κατάλληλες συνθήκες, 

υπερπαράξαµε την πρωτεΐνη HtdR η οποία κι έφερε κι έναν επίτοπο ιστιδίνης (HIS) 

στο καρβοξυτελικό της άκρο (C-terminus) (Σχήµα 40). Μετά την παραγωγή της 

HtdR στο στέλεχος SuptoxD2.0, διαπιστώθηκε πως το SuptoxD2.0 είχε καταφέρει 

να παράξει αυξηµένα επίπεδα ολικής βακτηριακής βιοµάζας, κρίνοντας από την 

αύξηση της οπτικής πυκνότητας των καλλιεργειών, συγκρινόµενο µε το στέλεχος 

SuptoxD, καθώς και µε τα κύτταρα αγρίου τύπου (Σχήµα 40). Επιπροσθέτως, τόσο 

η ολική όσο και η αποµονωµένη, µε χρήση επιφανειοενεργού DDM, ενεργή 

πρωτεΐνη που παράγεται στο στέλεχος SuptoxD2.0 ξεπερνά σε σηµαντικό βαθµό, την 

ήδη αυξηµένη παραγωγή ενεργής πρωτεΐνης από το στέλεχος SuptoxD. Οι 

παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνονται και από το χρώµα, καθώς η ένταση του 

χρώµατος του κατακρηµνισµένου κυτταρικού πληθυσµού του στελέχους 

SuptoxD2.0 είναι πολύ πιο έντονη, συγκριτικά µε τα κύτταρα του στελέχους 

SuptoxD καθώς και µε τα κύτταρα αγρίου τύπου που υπερπαράγουν την HtdR 

Σχήµα 40β πάνω/µέση). Αυτό γίνεται ακόµα πιο προφανές κατά την παρατήρηση του 
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χρώµατος της  αποµονωµένης, µε χρήση επιφανειοενεργού DDM, πρωτεΐνης (Σχήµα 

40β κάτω), γεγονός το οποίο επιβεβαιώνεται κι από τις µετρήσεις σχετικής 

απορρόφησης  στα 550 nm (Σχήµα 40γ). 
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Σχήµα 40: Το στέλεχος SuptoxD2.0 επιτυγχάνει τη παραγωγή ακόµα πιο 
αυξηµένης ποσότητας λειτουργικής πρωτεΐνης συγκριτικά µε το στέλεχος 
SuptoxD

(α)  Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα 600nm, από ίσο όγκο καλλιέργειας, 
όπου παράγεται η πρωτεΐνη HtdR µετά από προσθήκη 100*10-4  % w/v L(+) 
αραβινόζης, 0.2 µg/mL aTc  και 10 µM all-trans-retinal για 16 ώρες στους 25 oC σε 
κατάσταση σκότους, σε κύτταρα αγρίου τύπου, SuptoxD και SuptoxD2.0. (β) 
Σχετική απορρόφηση στα 550nm των δειγµάτων του (α). (γ) Φωτογραφίες του 
κατακρηµνισµένου ολικού κυτταρικού πληθυσµού (επάνω) , των λυµένων κυττάρων  
του (α), καθώς και του κλάσµατος της αποµονωµένης, µε χρήση του 
επιφανειοενεργού DDM, πρωτεΐνης, η οποία προέρχεται από ίσο όγκο των 
καλλιεργειών των κυττάρων που φαίνονται στα (α) και (β). Οι µετρήσεις στα (α) και 
(β) έχουν προέλθει από τον µέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραµάτων, και τα σφάλµατα 
αντιπροσωπεύουν µία τυπική απόκλιση από τη µέση τιµή (± s.e.m.). Η στατιστική 
σηµαντικότητα αναφέρεται στις διαφορές συγκριτικά µε τα δείγµατα από τα κύτταρα 
αγρίου τύπου και οποιαδήποτε άλλη σύγκριση σηµαίνεται µε µία µπάρα µεταξύ των 
δειγµάτων που συγκρίνονται. Προσαρµοσµένο σχήµα από Michou et al.150  
 
 
    Μετά τη διαπίστωση πως το E. coli στέλεχος 2ης γενιάς SuptoxD2.0 είναι 

ικανό να παράξει ακόµα πιο αυξηµένα επίπεδα λειτουργικής πρωτεΐνης HtdR 

συγκριτικά µε το στέλεχος SuptoxD, το επόµενο βήµα ήταν ο προσδιορισµός της 

απόδοσης που µπορεί το SuptoxD2.0 να αποφέρει σε αποµονωµένη πρωτεΐνη. Για το 

σκοπό αυτό, παράξαµε την πρωτεΐνη HtdR σε όγκο καλλιέργειας 1 λίτρου σε 

κύτταρα αγρίου τύπου, SuptoxD, και SuptoxD2.0. Μετά την εξαγωγή της πρωτεΐνης 

από τις ολικές µεµβράνες των κυττάρων µε χρήση του επιφανειοενεργού DDM, 

προβήκαµε στην αποµόνωση της πρωτεΐνης. Το πρώτο στάδιο της αποµόνωσης 

πραγµατοποιήθηκε µε χρήση χρωµατογραφίας IMAC. Στη συνέχεια, η 

αποµονωµένη πρωτεΐνη συµπυκνώθηκε και ακολούθησε χρωµατογραφία µοριακής 

διήθησης (Size Exclusion Chromatography, SEC) σε όλα τα δείγµατα µας, υπό 

ακριβώς τις ίδιες συνθήκες.  
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 Η συγκέντρωση της αποµονωµένης πρωτεΐνης HtdR, όταν αυτή παράγεται 

στο στέλεχος SuptoxD2.0, υπολογίστηκε να είναι περίπου 4.4 mg/L. Αυτή η 

συγκέντρωση ήταν περίπου 16% υψηλότερη από τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης 

όταν αυτή παράγεται στο στέλεχος SuptoxD (3.8 mg/L) καθώς και πολύ πιο υψηλή 

από την παραγόµενη, σε κύτταρα αγρίου τύπου κύτταρα, πρωτεΐνη (0.1 mg/L).  

Επιπλέον, η πρωτεΐνη που παρήχθη από το στέλεχος SuptoxD2.0  εκλούστηκε ως 

µονή κορυφή κατά τη χρωµατογραφία µοριακής διήθησης, γεγονός που σηµαίνει 

πως στο διάλυµα DDM, η καθαρή πρωτεΐνη HtdR βρίσκεται σε αναδιπλωµένη και 

µη συσσωµατωµένη µορφή (Σχήµα 41α). όπως επίσης και σε ενεργή µορφή 

(φωτογραφία εσωτερικά του σχήµατος 41α).   

 Η επαρκής καθαρότητα των κορυφών που δηµιουργήθηκαν κατά τη 

χρωµατογραφία µοριακής διήθησης προσδιορίστηκαν µε ανάλυση  σε πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE) και χρώση µε 

Coomassie blue (Σχήµα 41β). Κατά την ανάλυση αυτή, όπως φαίνεται και στο σχήµα 

44β, σχηµατίζεται µία µονή ζώνη, στην περίπτωση της καθαρής πρωτεΐνης  HtdR 

από το στέλεχος SuptoxD2.0, η οποία αντιστοιχεί στο αναµενόµενο µοριακό της 

µέγεθος (περίπου 25 kDa), η οποία είναι σαφώς µεγαλύτερη από τη µονή επίσης 

ζώνη που σχηµατίζει η καθαρή πρωτεΐνη HtdR που προέρχεται από το στέλεχος 

SuptoxD.  
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Σχήµα 41: Το στέλεχος SuptoxD2.0 παράγει υψηλά ποσά ενεργής και 
καθαρής πρωτεΐνης. 

(α) Διάγραµµα SEC καθαρής πρωτεΐνης HtdR από κύτταρα αγρίου τύπου (µαύρη 
γραµµή), κύτταρα του στελέχους SuptoxD (γκρι γραµµή) και κύτταρα του στελέχους 
SuptoxD2.0 (κόκκινη γραµµή). Φωτογραφίες δειγµάτων καθαρής  πρωτεΐνης HtdR 
από κύτταρα αγρίου τύπου, SuptoxD και SuptoxD2.0. Το µωβ χρώµα υποδηλώνει 
ύπαρξη ενεργής πρωτεΐνης (β) Ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες και χρώση µε Coomassie blue, των δειγµάτων από τις 
κορυφές που διαµορφώθηκαν κατά το SEC (α). ΜΒ: Μοριακό Βάρος. Τα νούµερα 
υποδεικνύουν το µοριακό µέγεθος των πρωτεϊνών σε kDa. Προσαρµοσµένο σχήµα 
από Michou et al.150  
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Κεφάλαιο 6 – Τρέχουσες µελέτες- 
Μελλοντικές Προτάσεις 

6.1 Ανάπτυξη στελεχών SuptoxD* και SuptoxD2.0* 
 
 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα στελέχη µας, για τις ευεργετικές τους ιδιότητες, 

στηρίζονται στη χρήση πλασµιδιακών φορέων.  Τα πλασµίδια, αν και εξαιρετικά 

χρήσιµα, χαρακτηρίζονται από ορισµένα µειονεκτήµατα, όπως είναι η χρήση 

αντιβιοτικών, και το ενεργειακό φορτίο τους που επιβαρύνει το κύτταρο- φορέα. 

Έτσι, σε συνθήκες αυξηµένων ενεργειακών απαιτήσεων ή στρεσογόνων συνθηκών 

που µπορούν να επηρεάσουν την επιβίωση του κυττάρου, το τελευταίο µπορεί να 

αποβάλλει το πλασµίδιο/α. Όσα περισσότερα πλασµίδια φέρει ένα κύτταρο, τόσο και 

πιο «ασταθές» µπορεί να αποβεί.  Επιπλέον, ο αριθµός των αντιγράφων ενός 

πλασµιδίου που φέρει ένα κύτταρο, είναι πιθανό να επηρεάζεται και από το 

αναπτυξιακό στάδιο του κυττάρου151,  κι ακόµα κι αν δύο κύτταρα βρίσκονται σε 

σταθερές συνθήκες αύξησης, οι διακυµάνσεις που εντοπίζονται στον αριθµό των 

αντιγράφων ενός πλασµιδίου, µπορεί να είναι κρίσιµες152.  Γι αυτόν ακριβώς τον 

λόγο, πρόκειται να κατασκευαστεί ένα νέο βελτιωµένο E. coli στέλεχος το οποίο θα 

ονοµαστεί SuptoxD*, και θα διακρίνεται από το εξής σηµαντικό χαρακτηριστικό: θα 

φέρει το E. coli γονίδιο djlA ενσωµατωµένο, έπειτα από οµόλογο ανασυνδυασµό, 

µέσα στο χρωµόσωµά του E. coli, υπό την καθοδήγηση του araBAD υποκινητή και 

του επαγωγέα του, της L (+) αραβινόζης. Έτσι, το µόνο πλασµίδιο που θα 

χρησιµοποιείται σε αυτό το στέλεχος θα είναι µόνο αυτό που θα φέρει 

κλωνοποιηµένο το γονίδιο που κωδικοποιεί για την εκάστοτε διαµεµβρανική 

πρωτεΐνη προς παραγωγή. Στοχεύουµε σε ένα πιο σταθερό, πλήρως ελεγχόµενο 
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σύστηµα, το οποίο να χρησιµοποιηθεί ευρέως για την παραγωγή διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών σε µεγαλύτερη απόδοση, εξασφαλίζοντας την οµοιογένεια των 

καλλιεργειών σε πιθανώς ακόµα πιο υψηλή κυτταρική πυκνότητα. 

Προκειµένου να το επιτύχουµε, πραγµατοποιήσαµε κλωνοποίηση του E. coli 

γονιδίου djlA στον πλασµιδιακό φορέα pBAD18 (KanR). Στο συγκεκριµένο 

πλασµιδιακό φορέα, το γονίδιο djlA βρίσκεται υπό τον έλεγχο του araBAD 

υποκινητή και του επαγωγέα του, της L (+) αραβινόζης. Εν συνεχεία, επιλέξαµε σε 

ποιο σηµείο του χρωµοσώµατος  του E. coli θα πραγµατοποιήσουµε την ένθεση του 

γονιδίου χρησιµοποιώντας οµόλογο ανασυνδυασµό: επιλέξαµε µία περιοχή η οποία 

στερείτο γονιδίων, ενώ ταυτοχρόνως βρισκόταν σε κοντινή απόσταση από το σηµείο 

όπου εδράζεται το ενδογενές γονίδιο djlA (Σχήµα 42). Σχεδιάστηκαν εκκινητές οι 

οποίοι έφεραν οµολογία µε την περιοχή του χρωµοσώµατος όπου θα γίνει η ένθεση 

(οµόλογος ανασυνδυασµός), καθώς και οµολογία µε τον ανασυνδυασµένο 

πλασµιδιακό φορέα pBAD18DjlA, ούτως ώστε να ενισχυθεί ο araBAD υποκινητής, 

το γονίδιο djlA, καθώς και το γονίδιο το οποίο προσδίδει ανθεκτικότητα στο 

αντιβιοτικό καναµυκίνη (Σχήµα 43). Το προϊόν υπεβλέθη σε πέψη µε κατάλληλα 

ένζυµα περιορισµού προκειµένου να εξασφαλισθεί πως δεν εµπεριέχεται κατάλοιπο 

του αρχικού πλασµιδιακού φορέα pBAD18DjlA που χρησιµοποιήθηκε, αλλά µόνο 

το γραµµικό προϊόν της αντίδρασης που επιθυµούσαµε να εισάγουµε εντός του 

χρωµοσώµατος.   
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Σχήµα 42: Σχηµατική απεικόνιση του σηµείου ένθεσης του γονιδίου djlA 
εντός του χρωµοσώµατος του οργανισµού E. coli. 

Με κίτρινο χρώµα σηµαίνεται η περιοχή που επιλέχθηκε προκειµένου να εισαχθεί 
ο araBAD υποκινητής, το γονίδιο djlA, καθώς και το γονίδιο KanR. 
 
 

Σημείο ένθεσης
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Σχήµα 43: Χάρτης του πλασµιδιακού φορέα pBAD18DjlA.

Η περιοχή η οποία ενισχύθηκε οριοθετείται από τους εκκινητές DjlA_CHROMfor 
και DjlA_CHROMrev αντίστοιχα.  
 

Το προϊόν που παρήχθη (γραµµικό µόριο DNA το οποίο αποτελείται από τον 

araBAD υποκινητή, το γονίδιο djlA, καθώς και το γονίδιο το οποίο προσδίδει 

ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό καναµυκίνη και φέρει οµολογία στα άκρα µε την 

περιοχή του χρωµοσώµατος όπου και θα ενσωµατωθεί), εισήχθη σε δεκτικά κύτταρα 

MC1061 µε ηλεκτροδιάτριση, τα οποία έφεραν ήδη τον ανασυνδυασµένο 

πλασµιδιακό φορέα pKD46. Ο πλασµιδιακός αυτός φορέας περιείχε το γονίδιο που 

κωδικοποιεί για την παραγωγή του ενζύµου της ρεκοµπινάσης λ-βακτηριοφάγου 

(Lambda Red Recombinase system)153, 154, η οποία  και πραγµατοποιεί τον οµόλογο 

ανασυνδυασµό (Σχήµα 44). Για να επιτευχθεί ο οµόλογος ανασυνδυασµός και να 

επιβεβαιωθεί πως το γονίδιο djlA, µαζί µε τον araBAD υποκινητή και το γονίδιο 

DJLA_CHROMrev(4096	..	4116)		

DJLA_CHROMfor		(981	..	1003)

XbaI		(1333)

8xHis

PstI		(2194)

pBAD18djlA
6282	bp
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που προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη, έχει ενσωµατωθεί επιτυχώς εντός 

του χρωµοσώµατος, ακολουθήσαµε την εξής διαδικασία: Τα µετασχηµατισµένα 

κύτταρα, µετά την ηλεκτροδιάτρισή τους µε το γραµµικό µόριο DNA, επωάστηκαν 

για 1 ώρα στους 30 oC προκειµένου να δράσει η ρεκοµπινάση. Εν συνεχεία, 

µεγάλωσαν σε τρυβλία 16 ώρες στους 37 oC τα οποία, µέσα στο LB θρεπτικό µέσο, 

περιείχαν το αντιβιοτικό Καναµυκίνη.Οι αποικίες που σχηµατίστηκαν, ελέγθηκαν 

µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πως δε φέρουν κατάλοιπο του αρχικού 

πλασµιδιακού φορέα pBAD18DjlA, κι έτσι, η ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 

καναµυκίνη υπάρχει λόγω του επιτυχούς οµόλογου ανασυνδυασµού της επιθυµητής 

ενθέσεως (araBAD υποκινητής, το γονίδιο djlA, καθώς και το γονίδιο το οποίο 

προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό της καναµυκίνης) εντός του 

χρωµοσώµατος. Οι αποικίες που πληρούσαν το κριτήριο αυτό επιλέχθηκαν και 

µεγάλωσαν σε 2 διαφορετικές υγρές καλλιέργειες, µε τη µία να περιέχει LB 

θρεπτικό µέσο και το αντιβιοτικό καναµυκίνη, ενώ η άλλη περιείχε LB θρεπτικό 

µέσο και το αντιβιοτικό αµπικιλίνη. Στόχο µας  αποτελούσε η επιλογή των αποικιών 

που είχαν αποβάλει το πλασµίδιο που κωδικοποιούσε για την παραγωγή της 

ρεκοµπινάσης και συνεπώς δεν παρουσίαζαν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 

Αµπικιλίνη, αλλά ανθεκτικότητα µόνο στο αντιβιοτικό καναµυκίνη.Οι αποικίες µε 

αυτές τις ιδιότητες επιλέχθηκαν ως αυτές στις οποίες ο οµόλογος ανασυνδυασµός 

ήταν επιτυχής. 
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Σχήµα 44: Σχηµατική απεικόνιση του τµήµατος της ένθεσης. 

Η αλληλουχία που εισήχθη στο χρωµόσωµα φέρει εκατέρωθεν στα άκρα της 
οµόλογες αλληλουχίες µε αυτές του χρωµοσώµατος, προκειµένου να αναγνωριστούν 
από το ένζυµο της ρεκοµπινάσης του λ-φάγου και να πραγµατοποιηθεί ο οµόλογος 
ανασυνδυασµός.  
 

Έτσι, µετά τον επιτυχή οµόλογο ανασυνδυασµό και την επιβεβαίωση αυτού, 

το γονίδιο djlA το οποίο µέχρι τώρα βρισκόταν υπό τον έλεγχο του araBAD 

υποκινητή στον πλασµιδιακό φορέα  pSuptoxD, εντοπίζεται πλέον εντός του 

χρωµοσώµατος του οργανισµού E. coli, υπό τον έλεγχο του ίδιου υποκινητή, 

δηµιουργώντας το στέλεχος SuptoxD*. 

Η συγκεκριµένη διαδικασία θα πραγµατοποιηθεί και για το γονίδιο djlA του 

οργανισµού S. enterica, η δράση του οποίου έχουµε διαπιστώσει πως είναι πιο 

ευεργετική κατά την υπερπαραγωγή διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στον οργανισµό E. 

coli, µε σκοπό τη δηµιουργία του αντίστοιχου στελέχους SuptoxD2.0*. 

 
 

Ομόλογος ανασυνδυασμός 
μέσω της δράσης της 

ρεκομπινάσης του
λ-βακτηριοφάγου

araBAD djlA KanRΑλληλουχία ομόλογη στο χρωμόσωμα Αλληλουχία ομόλογη στο χρωμόσωμα

Ένθεση

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 163 - 

6.2 Ανάπτυξη περαιτέρω βελτιστοποιηµένου στελέχους 
τρίτης γενιάς SuptoxD 3.0 
 
 

Τα αποτελέσµατα του Κεφαλαίου 5 µας έδειξαν ότι υπάρχει πλήθος από 

φυσικές παραλλαγές της DjlA που µπορούν να έχουν παρόµοιες ευεργετικές δράσεις 

στην παραγωγή ανασυνδυασµένων µεµβρανοπρωτεϊνών στα βακτήρια ή ακόµα και 

καλύτερες από τη DjlA του E. coli. Η παρατήρηση αυτή µας οδήγησε στη σκέψη ότι 

θα µπορούσαµε να κατασκευάσουµε τεχνητές παραλλαγές της DjlA που θα 

επεδείκνυαν δυνητικά µέγιστη αποτελεσµατικότητα. Για το σκοπό αυτό, 

αποφασίσαµε να εφαρµόσουµε µεθόδους κατευθυνόµενης εξέλιξης πρωτεϊνων στην 

ενδογενή E. coli DjlA καθώς και στη S. enterica DjlA Αυτό θα επιτευχθεί µε την 

κατασκευή συνδυαστικής βιβλιοθήκης µεταλλαγµένων djlA γονιδίων, τα οποία εν 

συνεχεία θα µελετηθούν και θα αναλυθούν γενετικά. Με αυτόν τον τρόπο, θα βρεθεί 

ένα ή και περισσότερα µεταλλάγµατα, ικανό να παράξει περαιτέρω αυξηµένες 

ποσότητες ποιοτικής διαµεµβρανικής πρωτεΐνης σε σχέση µε τις µητρικές 

αλληλουχίες.  

Υπό αυτή τη συλλογιστική πορεία, έχουµε ήδη προβεί στην τυχαία 

µεταλλαξιγένεση µέσω επιρρεπούς-σε-σφάλµα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

(error-prone PCR) του E. coli γονιδίου djlA µε χρήση των εκκινητών DjlAFLfor και 

DjlAFLrev (πίνακας 3, Κεφάλαιο 8).  Όπως αναγράφεται αναλυτικά και στον πίνακα 

4, προβήκαµε σε 8 διαφορετικές αντιδράσεις PCR, αποσκοπώντας καθεµία εξ αυτών 

να επιφέρει τελικά και διαφορετικό ποσοστό µεταλλαξιγένεσης στο γονίδιο djlA. 

Αποσκοπώντας σε ποσοστό µεταλλαξιγένεσης τουλάχιστον 0,4% σε αµινοξικό 

επίπεδο, επιλέξαµε τις ποσότητες που αντιστοιχούν σε ποσοστό 1% µεταλλαξιγένεσης 
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σε νουκλεοτιδικό επίπεδο, βάσει του πίνακα 4, καθώς διαπιστώθηκε µετά από 

αλληλούχιση, πως αυτές οι συνθήκες µας επέφεραν το επιθυµητό ποσοστό 

µεταλλαξιγένεσης. Εν συνεχεία, επρόκειτο να κλωνοποιήσουµε τα djlA 

µεταλλάγµατα στον πλασµιδιακό φορέα pBAD33. Προκειµένου να κατασκευαστεί µία 

βιβλιοθήκη η οποία να περιλαµβάνει όσο περισσότερες διαφορετικές παραλλαγές της 

ενδογενούς E. coli DjlA γίνεται, στόχο µας αποτελεί η βιβλιοθήκη να χαρακτηρίζεται 

από τουλάχιστον 106 διαφορετικά µέλη. Για να επιτευχθεί αυτό, θα πρέπει να 

βελτιστοποιηθεί κάθε βήµα ξεχωριστά: οι συγκεντρώσεις του πλασµιδιακού φορέα 

pBAD33 καθώς και των µεταλλαγµάτων του γονιδίου djlA θα πρέπει να είναι αρκετά 

υψηλές και τα DNA απαλλαγµένα από περιττά στοιχεία που µειώνουν την 

καθαρότητα και δυσχεραίνουν την αντίδραση της λιγοποίησης (πχ άλατα), θα πρέπει 

να βρεθεί η κατάλληλη αναλογία πλασµιδιακού φορέα: γονιδίου που να αποφέρει τον 

µεγαλύτερο αριθµό ανασυνδυασµένων βακτηριακών αποικιών και τέλος, τα δεκτικά 

βακτηριακά κύτταρα που θα χρησιµοποιηθούν για να µετασχηµατιστούν µε τους 

ανασυνδυασµένους πλασµιδιακούς φορείς θα πρέπει να χαρακτηρίζονται από υψηλή 

δεκτικότητα (τουλάχιστον 108-109 cfu/µg DNA). Αφού βελτιστοποιηθεί κάθε βήµα 

ξεχωριστά και επιτύχουµε τον επιθυµητό αριθµό διαφορετικό µελών στη νεοσύστατη 

βιβλιοθήκη µας, θα επιλέξουµε τις παραλλαγές που επιδεικνύουν αυξηµένη 

ικανότητα στο να προάγουν τη µεµβρανοπρωτεϊνική υπερέκφραση. 

Για το σκοπό αυτό, θα εφαρµόσουµε ένα γενετικό σύστηµα σάρωσης υψηλής 

ρυθµαπόδοσης (high-throughput genetic screen). Στο σύστηµα αυτό, θα 

παρακολουθήσουµε τον φθορισµό κυττάρων E. coli που παράγουν τη χιµαιρική 

πρωτεΐνη BR2-GFP, µε ταυτόχρονη συνέκφραση της συνδυαστικής βιβλιοθήκης των 

παραλλαγών της DjlA, και θα αποµονώσουµε τα βακτηριακά εκείνα στελέχη που 
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επιδεικνύουν αυξηµένα επίπεδα φθορισµού χρησιµοποιώντας φθορισµο-

ενεργοποιούµενο κυτταροδιαχωριστή κυτταροµετρίας ροής (fluorescence-activated 

cell sorter, FACS). Το µεγάλο πλεονέκτηµα του FACS είναι ότι πραγµατοποιεί 

ταχύτατη και ποσοτική ανάλυση του φθορισµού ενός τεράστιου πληθυσµού κυττάρων 

(70.000 κύτταρα/sec). Αφού αποµονωθούν τα στελέχη εκείνα που επιδεικνύουν 

αυξηµένο φθορισµό, οι παραλλαγές που προκαλούν το φαινότυπο αυτό θα 

ταυτοποιηθούν µε αλληλούχιση του µεταλλαγµένου γονιδίου djlA. Η αύξηση της 

παραγωγής της ανασυνδυασµένης BR2 θα επιβεβαιωθεί µε ηλεκτροφόρηση SDS-

PAGE και ανάλυση κατά western. Η πιο αποτελεσµατική παραλλαγή DjlA στο να 

προάγει τη βακτηριακή υπερέκφραση της BR2, θα χρησιµοποιηθεί για την 

κατασκευή των βελτιστοποιηµένων βακτηριακών στελεχών E. coli  SuptoxD3.0.  
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Κεφάλαιο 7 - Συµπεράσµατα µελέτης 
 
 

Στη συγκεκριµένη µελέτη, στόχο µας αποτελούσε η ανάπτυξη 

βελτιστοποιηµένων βακτηριακών στελεχω ́ν τα οποία να έχουν την ικανότητα να 

ανθίστανται στην υψηλή κυτταροτοξικότητα που προκαλεί η παραγωγή 

µεµβρανικών πρωτεϊνών στον οργανισµό E. coli, καθώς και να υπερπαράγουν 

προκαρυωτικές και ευκαρυωτικές διαµεµβρανικές πρωτεΐνες. Για το σκοπό αυτό, 

προβήκαµε σε όλες τις πιθανές ενέργειες οι οποίες θα εξασφάλιζαν τη 

βελτιστοποίηση των βακτηριακών στελεχών 1ης γενιάς SuptoxD και SuptoxR, καθώς 

επίσης και την κατασκευή ενός νέου γενετικώς τροποποιηµένου E. coli στελέχους 

2ης γενιάς, του Suptox2.0. 

Για τον σκοπό αυτό, στα πλαίσια αυτής της διατριβής, πραγµατοποιήθηκαν τα εξής: 

1. Συµµετείχα στην ανάπτυξη και στον χαρακτηρισµό δύο βακτηριακών 

στελεχών 1ης γενιάς ονόµατι SuptoxD και SuptoxR τα οποία χαρακτηρίζονται από 

ευεργετικές ικανότητες στην καταστολή της κυτταροτοξικότητας και στην 

παραγωγή αυξηµένων ποσοτήτων ένος πλήθους διαφορετικών διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών µε διαφορετικά χαρακτηριστικά (προέλευση, λειτουργία, µοριακά και 

τοπολογικά χαρακτηριστικά κ.α.) (Gialama et al. 2017a, Gialama et al. 2017b)90, 

107. Σε αυτά τα στελέχη, µελέτησα συστηµατικά ένα εύρος διαφορετικών παραµέτρων 

καλλιέργειας (προσδιορισµός κατάλληλων συνθηκών υπερέκφρασης γονιδίων, 

θερµοκρασία και χρόνος υπερεκφράσεως) µε σκοπό την ανάπτυξη ενός νέου 

πρωτοκόλλου για την αύξηση στον µέγιστο βαθµό της παραγωγής σωστά 

αναδιπλωµένων και ενσωµατωµένων στη µεµβράνη διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, 

Michou et al. 2020b)155.  
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Χρησιµοποιώντας τις βέλτιστες αυτές συνθήκες, διαπιστώσαµε πως τα στελέχη 

SuptoxD και SuptoxR είναι ικανά να παράξουν υψηλές ποσότητες, πλήρους 

µήκους, σωστά ενσωµατωµένων στη µεµβράνη διαµεµβρανικών πρωτεϊνών 

(συγκριτικά µε το στέλεχος αγρίου τύπου) σε ποσότητες επαρκείς για λειτουργικές 

και δοµικές µελέτες. Επιπλέον, η διαδικασία της ετερόλογης παραγωγής µε χρήση 

των SuptoxD και SuptoxR οδηγεί σε οµοιογενείς και σωστά αναδιπλωµένες 

διαµεµεβρανικές πρωτεΐνες, οι οποίες διατηρούν τη δοµική τους ακεραιότητα. 

Τέλος, διεπιστώθη πως τα στελέχη µας συσσωρεύουν υψηλά επίπεδα λειτουργικής 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης (Michou et al. 2019)129. 

2. Aνέπτυξα ένα νέο βακτηριακό στέλεχος 2ης γενιάς, ονόµατι 

SuptoxD2.0, το οποίο παράγει ακόµα πιο αυξηµένες ποσότητες ποικίλων 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, συγκριτικά µε το αρχικό στέλεχος SuptoxD. Η χρήση 

του στελέχους αυτού καθιστά δυνατή την παραγωγή υψηλής ποιότητας και 

ποσότητας διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, οι οποίες είναι κατάλληλες για λειτουργικές 

και δοµικές µελέτες, όπως επίσης και περισσότερη λειτουργική διαµεµβρανική 

πρωτεΐνη (Michou et al. 2020a) 150.  

3. Κατασκεύασα µία νέα, βελτιωµένη έκδοση του στελέχους SuptoxD, 

ονόµατι SuptoxD*, και βρισκόµαστε στη διαδικασία χαρακτηρισµού του, καθώς 

επίσης και στη διαδικασία ανάπτυξης του στελέχους SuptoxD2.0*(Michou et al. in 

preparation). 
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Κεφάλαιο 8 - Υλικά και Μέθοδοι 
 

8.1 Χηµικά και αντιδραστήρια 
 
 
Όλα τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν για τη κατασκευή των ανασυνδυασµένων 

πλασµιδίων αγοράστηκαν από την εταιρεία New England Biolabs. Η αποµόνωση 

πλασµιδιακού DNA από βακτηριακές καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκε 

χρησιµοποιώντας το κιτ  NucleoSpin Plasmid  της εταιρείας Macherey-Nagel 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ο καθαρισµός των προϊόντων που 

προήλθαν από αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR products), καθώς και η 

αποµόνωση DNA, το οποίο έχει προέλθει από ανάλυση ηλεκτροφόρησης σε 

πήκτωµα αγαρόζης, πραγµατοποιήθηκε µε χρήση του κιτ Nucleospin Gel and PCR 

Clean-up της εταιρείας Macherey-Nagel. Τα θρεπτικά, τα αντιβιοτικά, η 

ανυδροτετρακυκλίνη καθώς και τα αντισώµατα αγοράστηκαν από την εταιρεία 

Sigma. Η αραβινόζη (L(+) arabinose) προήλθε από την εταιρεία PanReac 

AppliChem, το αντιδραστήριο της ρετινάλης ( all-trans retinal) από την εταιρεία 

Cayman Chemical και το επιφανειοενεργό DDM (lauryl-β-D-maltoside) από την 

εταιρεία Glycon Biochemicals. 
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8.2 Εύρεση και ανάλυση των εξεταζόµενων DjlA 
αλληλουχιών  

 
 
Οι DjlA πρωτεΐνες από τους οργανισµούς Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae and Vibrio tapetis επιλέχθηκαν βάσει βιβλιογραφίας108, 113. Οι DjlA 

πρωτεΐνες από τους οργανισµούς Salmonella enterica, Enterobacter gergoviae, 

Proteus mirabilis, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas putida, Providencia 

stuartii και Serratia marcerscens εντοπίστηκαν µέσω του υπολογιστικού πακέτου 

NCBI BLASTp149, όπου µε βάση τη πρωτεϊνική αλληλουχία επερώτησης E. coli 

DjlA, πραγµατοποιείται εύρεση τοπικών οµοιοτήτων ανάµεσα στην αλληλουχία 

αυτή και µίας βάσης δεδοµένων πρωτεϊνικών αλληλουχιών, και στοίχιση αυτών. Η 

DjlA πρωτεΐνη του οργανισµού Yersinia pseudotuberculosis µας έγινε γνωστή από 

τη Δρ. Elisabeth Carniel (Institute Pasteur of Paris). 

 Η ανάλυση της αµινοξικής οµολογίας των πρωτεϊνών και η κατασκευή του 

φυλογενετικού δένδρου έγινε µε τη χρήση των προγραµµάτων Clustal Omega 

(EMBL-EBI)156, Espript 3.0157 και Mega X.158, 159 µε χρήση της µεθόδου της 

Ελάχιστης εξέλιξης (Minimum Evolution method)160. Το φυλογενετικό δένδρο 

είναι χωρίς ρίζα, και µε µήκη κλάδων στις ίδιες µονάδες  µε τις φυλογενετικές 

αποστάσεις που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή του δένδρου. Οι 

φυλογενετικές αποστάσεις υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας τη µέθοδο διόρθωσης 

Poisson161 και βρίσκονται στις µονάδες των αριθµών των αµινοξικών 

υποκαταστάσεων ανά σηµείο. Το δένδρο της της Ελάχιστης εξέλιξης αναζητήθηκε 

χρησιµοποιώντας τον αλγόριθµο Close-Neighbor-Interchange162, σε επίπεδο 

αναζήτησης 1. Ο αλγόριθµος Neighbor-joining163 χρησιµοποιήθηκε για την 
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κατασκευή του αρχικού δένδρου. Επίσης, χρησιµοποιήθηκε και το πρόγραµµα 

Adobe Illustrator CC 2018. 

8.3 Κατασκευή πλασµιδίων 
 
 

                 Ο πίνακας  1 αναγράφει αναλυτικά  τις µεµβρανικές πρωτεΐνες που 

χρησιµοποιήθηκαν σε αυτή την µελέτη, ενώ ο πίνακας 2 όλους τους πλασµιδιακούς 

φορείς που κατασκευάστηκαν µε τους εκκινητές που αναγράφονται στον πίνακα 3 

προκειµένου να ενισχυθούν τα γονίδια (οι αλληλουχίες αναγράφονται στο σχήµα 

του παραρτήµατος), να κλωνοποιηθούν και να κατασκευαστούν οι πλασµιδιακοί 

φορείς.  Το πλασµίδιο pASKMscL-EGFP κατασκευάστηκε µετά από ενίσχυση µε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) του γονιδίου mscl από το πλασµίδιο 

pJ411TbMscL (DNA 2.0) µε χρήση των κατάλληλων εκκινητών. Εν συνεχεία, 

ακολούθησε πέψη του προϊόντος της αντίδρασης µε τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες XbaI και BamHI και κλωνοποίηση αυτού στο παροµοίως κοµµένο 

πλασµίδιο pASKBR2-EGFP στην θέση του γονιδίου BR2. Τα πλασµίδια 

pASKHtdR και pASKMscL(F88C) προήλθαν ύστερα από ενίσχυση του γονιδίου 

htdr από το πλασµίδιο pHtdR200 και του γονιδίου MscL(F88C) από το  πλασµίδιο 

pJ411TbMscL(F88C) χρησιµοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές, πέψη και 

κλωνοποίηση του προϊόντος στον πλασµιδιακό φορέα pASK75 στις θέσεις XbaI και 

HindIII.  Τα πλασµίδια pBAD33DjlA[untagged pBAD33DjlAS. enterica, 

pBAD33DjlAS. enterica[untagged], pBAD33DjlAP. mirabilis,  pBAD33DjlAY. 

pseudotuberculosis, pBAD33DjlAV. tapetis, pBAD33DjlAA. tumefaciens, pBAD33DjlAP. putida, 

pBAD33DjlAP. aeruginosa, pBAD33DjlAK. pneumoniae, pBAD33DjlAP. stuartii, 

pBAD33DjlAS. marcerscens, and pBAD33DjlAE. gergoviae, που φέρουν κλωνοποιηµένο το 
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γονίδιο djlA, προήλθαν έπειτα από ενίσχυση του γονιδίου µε αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης από γονιδιωµατικό DNA ή πλασµιδιακό (V. tapetis) κάθε 

διαφορετικού οργανισµού µε τους ανάλογους εκκινητές, πέψη µε τα ένζυµα 

XbaI/HindIII και κλωνοποίηση του κάθε γονιδίου στον πλασµιδιακό φορέα 

pBAD33. Για την κατασκευή του πλασµιδιακού φορέα pBAD18DjlA ενισχύθηκε 

και κλωνοποιήθηκε το E. coli γονίδιο djlA στον πλασµιδιακό φορέα pBAD18 (Kan) 

(πίνακας 2) στις θέσεις XbaI/PstI. Η ενίσχυση του γονιδίου djlA έγινε µε χρήση 

των εκκινητών DjlAFLfor και DjlaFLPstIR (πίνακας 3), και το προϊόν έφερε 

επίτοπο his στο καρβοξυτελικό του άκρο (C-terminus). Η ίδια διαδικασία 

πραγµατοποιήθηκε µε χρήση των εκκινητών DjlAFLfor και DjlAPstIrev (πίνακας 

3) ούτως ώστε το προϊόν να µη φέρει επίτοπο his στο καρβοξυτελικό του άκρο. 

Αφότου προχωρήσαµε στις παραπάνω κλωνοποιήσεις, στείλαµε τους 

ανασυνδυασµένους πλασµιδιακούς φορείς για αλληλούχιση και επιβεβαιώθηκε η 

ορθότητά τους.  Όλα τα πλασµίδια φέρουν βελτιστοποιηµένη Shine-Dalgarno 

αλληλουχία και η ορθότητα των κατασκευών επαληθεύτηκε µε αλληλούχιση DNA. 
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Πίνακας 1: Μεµβρανικές πρωτεΐνες που χρησιµοποιήθηκαν 

 

Διαµεµβρανική 

πρωτεΐνη 
Οργανισµός Λειτουργία 

Αριθµός 

διαµεµβ

ρανικών 

ελικών 

Τοπολ

ογία 

Μέγεθος 

 

(kDa) 

BR2 Homo sapiens 
Υποδοχέας 

βραδυκινίνης 2 
(GPCR)  

7 Nout-Cin 44.5 

NTR1(D03) 
Rattus 

norvegicus 

Τροποποιηµένος 
υποδοχέας 

νευροτενσίνης 1 
(D03) (GPCR)  

7 Nout-Cin 44.6 
 

CB2 Homo sapiens 

Περιφεριακός 
υποδοχέας 

κανναβινοειδών 
(GPCR)  

7 Nout-Cin 39.7 

MscL Mycobacterium 

tuberculosis 

Yψηλής 
αγωγιµότητας 
κανάλι ιόντων 

2 Nin-Cin 16.0 

HtdR 
Haloterrigena 

turkmenica 
Ροδοψίνη 7 Nout-Cin 27.1 

MotA E. coli 

Σταθερό στοιχείο 
του συµπλόκου 
του µηχανισµού 
των µαστιγίων 

4 Nin-Cin 32.0 
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Πίνακας 2: Πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν 

 

Πλασµίδιο Πρωτεΐνη Ανθεκτικότητα 
Αρχή 

αντιγραφής 
Αναφορά 

pASKBR2-EGFP 
FLAG-BR2-TEV-

EGFP-His6 
AmpR ColE1 Gialama et al.90  

pASKMotA-EGFP 
FLAG-MotA-

GFP-His8 
AmpR ColE1 Gialama et al.90 

pASKNTR1(D03)-

EGFP 
 

FLAG-

NTR1(D03)-

TEV-EGFP-His6 

AmpR ColE1 Gialama et al.90 

pASKCB2-GFP 
 

FLAG-CB2-TEV-

GFPmut2-His8 
AmpR ColE1 Gialama et al.90 

pASKBR2 BR2-His6 AmpR ColE1 Gialama et al.90 

pASKMscL-EGFP MscL-EGFP-His6 AmpR ColE1 Παρούσα εργασία 

pASKMscL(F88C) MscL(F88C)-His6 AmpR ColE1 Παρούσα εργασία 

pASKHtdR 
His6-HtdR-

FLAG 
AmpR ColE1 Παρούσα εργασία 

ASKA (modified 

pQE31) 

All known E. coli 

proteins 

 

CmR 

 

ColE1 Kitagawa et al.89 

pSuptoxR 

(pBAD33rraA) 
RraA-His8 CmR 

ACYC 

 
Gialama et al.90 
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Πλασµίδιο Πρωτεΐνη Ανθεκτικότητα 
Αρχή 

αντιγραφής 
Αναφορά 

pSuptoxR[untagge

d] 

(pBAD33RraA[unt

agged]) 

RraA             CmR 

 

ACYC 

 

Παρούσα εργασία 

pSuptoxD 

(pBAD33DjlA) 
DjlA-His8 

 

CmR 

 

 

ACYC 

 

Gialama et al. 90  

pSuptoxD[untagge

d] 

(pBAD33DjlA[unt

agged]) 

DjlA CmR 

 

ACYC 

 

Παρούσα εργασία  

pSuptoxD2.0 

(pBAD33DjlAS. 

enterica) 

DjlAS. enterica -His8 CmR 

 

ACYC 

 

 

Παρούσα εργασία 

 

pSuptoxD2.0[unta

gged] 

(pBAD33DjlAS. 

enterica [untagged]) 

DjlAS. enterica CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlAP. 

mirabilis 

DjlAP. mirabilis -

His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlAY.pseudo

tuberculosis 

DjlAY.pseudotuberculosi

s His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 
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Πλασµίδιο Πρωτεΐνη Ανθεκτικότητα 
Αρχή 

αντιγραφής 
Αναφορά 

pBAD33DjlA V. 

tapetis 
DjlA V. tapetis -His8 CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlA A. 

tumefaciens 

DjlAA. tumefaciens -

His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlA P. 

putida 
DjlAP. putida -His8 CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlA P. 

aeruginosa 

DjlAP. aeruginosa -

His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlA K. 

pneumoniae 

DjlAK. pneumoniae -

His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlA P. 

stuartii 
DjlAP. stuartii -His8 CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlAS.marcer

scens 

DjlAS. marcerscens -

His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD33DjlAE.gergov

iae 

DjlA E. gergoviae -

His8 
CmR ACYC Παρούσα εργασία 

pBAD18DjlA DjlA-His8 KanR ACYC 
Παρούσα εργασία 

 

pET-BR2-GFP 
FLAG-BR2- 

GFP-His8 
KanR ColE1 Gialama et al. 90 

pET-MotA-GFP 
FLAG-MotA- 

GFP-His8 
KanR ColE1 Gialama et al. 90 
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Πίνακας 3: Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή 

 
Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία εκκινητή (5΄-3’) 

MscLwtM.tuberculosisFOR AAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGTTGA
AAGGCTTTAAAG 

MscLwtM.tuberculosisREV AAAAAGGATCCCTCGAGCTGGCTTTCGGT
AG 

MscLwtM.tuberculosisREV 

HISTAG (F88C) 
AAAAAAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGGTG

ATGCTCGAGCTGG 

HtdRFOR AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAC
CACCACCACCACCACCACCACTGTTACGC

TGCTCTAGCACC 
HtdRREV AAAAAAAGCTTTTACTTGTCGTCATCGTCT

TTGTAGTC GGTCGGGGCAGCCGTCGGCG 
DjlA S. enterica for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAG

TACTGGGGAAAGATAAT 

DjlA S. enterica rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGCTTGAAGCCTTTCTGTTCTTT

GATT 
DjlA_ S. enterica rev [untagged] TTTTTTAAGCTTTTACTTGAAGCCTTTCTG

TTCTTTGATT 
DjlA P. mirabilis for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCGC

TATTGGGGAAAATTATT 

DjlA P. mirabilis rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGACGAAATCCTTTTTCTTTTTT

AATC 
DjlA Y. pseudotuberculosis for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCGG

TATTGGGGAAAACTGCT 

DjlA Y. pseudotuberculosis rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGCTTAAATCCTTTCTCACGTTT

GATC 
DjlA V. tapetis for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAC

ATTTTTGGCAAAATTCT 

DjlA V. tapetis rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGTTTAAAGCCTTTTTCTTTCTT

AAGC 
DjlA A. tumefaciens for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGATG

TTCGATTTCGCCTGTTTGC 

DjlA A. tumefaciens rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGTGCGACGCGGCGTTCTTTCT

CGATG 
DjlA P. putida for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGTGG

TGGCCAGGCACGGTGAT 
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Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία εκκινητή (5΄-3’) 

DjlA P. putida rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGAAGGCCGCGCCGCTTGCGGA

TCATG 
DjlA P. aeruginosa for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCTC

TGGCCCGCTACGCTGATCG 

DjlA P. aeruginosa rev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGGCGGAACCCCTCACGCTCTC

GGACC 
DjlA K. pneumoniae for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAG

TATTTGGGTAAAGTGAT 
DjlA K. pneumoniae rev AAAAAAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGGTG

ATGGAAGCCGCGCTGCTCTTTGA 
DjlA P. stuartii for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAC

TATTGGGGCAAAATTAT 
DjlA P. stuartii rev AAAAAAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGGTG

ATGTTTGAAGCCGCGCTCTTTTT 
DjlA S. marcerscens for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAG

TATTGGGGAAAACTGCT 
DjlA S. marcerscens rev AAAAAAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGGTG

ATGTTTAAAGCCTTTCTCGCGTT 
DjlA E. gergoviae for AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAG

TATTGGGGTAAAGTGAT 
DjlA E. gergoviae rev AAAAAAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGGTG

ATGTTTAAAGCCTTTCTGCTCTT 
DjlAFLfor AAAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCAG

TATTGGGGAAAAATC 

DjlAFLrev TTTTTTAAGCTTTTAGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGTTTAAACCCTTTCTGCTGCTT

TATC 
DjlaFLPstIR TTTTTTCTGCAGTTAGTGGTGGTGGTGGT

GGTGTTTAAACCCTTTCTGCTGCTTTATC 

DjlAPstIrev TTTTTTCTGCAGTTATTTAAACCCTTTCTG
CTGCTTTATC 

 

DjlA_CHROMfor GTGACGCAAGGCGTCGTGCAGGACACGGA
TCACCGAGATGGGCATCGCCATACTCCCG

CCATTCAGAGAAG 

DjlA_CHROMrev CTGCTTTCAGTTGTTGCGTGTGGCTACGCT
TTCCATTCGGTAATTCCCTTCTTTGCCACG

GAACGGTCTGC 
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8.4 Τυχαία µεταλλαξιγένεση µέσω επιρρεπούς-σε-
σφάλµα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (error-
prone PCR) 
 
 
Προκειµένου να κατασκευαστούν αρχικά συνδυαστικές βιβλιοθήκες πολλών 

εκατοµµυρίων τυχαίων παραλλαγών της DjlA, το γονίδιο djlA υπεβλήθη σε τυχαία 

µεταλλαξιγένεση µέσω επιρρεπούς-σε-σφάλµα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

(error-prone PCR). Βάσει πρωτοκόλλου164, πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις PCR σε 

θερµοκυκλωτή µε τελικό όγκο αντίδρασης 100 µL για κάθε διαφορετικό ποσοστό 

επιθυµητής µεταλλαξιγένεσης όπως φαίνεται στον πίνακα 4.  Για την κάθε 

αντίδραση ακολουθήθηκε το ίδιο πρόγραµµα PCR, καθώς και το ίδιο ζεύγος 

εκκινητών (DjlAFLfor & DjlAFLrev) όπως αναφέρεται και στον πίνακα 3. 

 

Πρόγραµµα PCR 

1. 95 oC for 1 min 

2. 95 oC for 30 sec 

3. 50 oC for 30 sec 

4. 68 oC for 1 min 30 sec 

5. Go to 2, 49 times 

6. 68 oC for 10 min 

7. 12 oC for 5 min 

8. End 
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Το  επιθυµητό ποσοστό µεταλλαξιγένεσης που επιθυµούσαµε να επιτύχουµε ήταν 

0,4% σε αµινοξικό επίπεδο. Προκειµένου να δούµε σε ποια συνθήκη αντίδρασης 

PCR (βάσει του πίνακα 4) θα µπορούσαµε να έχουµε 0,4%, δοκιµάσαµε κάθε 

διαφορετική αντίδραση µεµονωµένα. Εν συνεχεία, το κάθε προϊόν (0,2%, 0,3%, 

0,4% κοκ) υπεβλήθη σε πέψη µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες XbaI/HindIII 

και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις στον πλασµιδιακό φορέα pBAD33. 

Όλοι οι διαφορετικοί κλώνοι που δηµιουργήθηκαν (ο καθένας έφερε θεωρητικά 

και διαφορετικό ποσοστό µεταλλαξιγένεσης βάσει πρωτοκόλλου) στάθηκαν για 

αλληλούχιση προκειµένου να διαπιστώσουµε ποιοι έχουν υποστεί όντως 

µεταλλαξιγένεση και αν έχουν όντως υποστεί, να διαπιστώσουµε ποιος/οι 

πληρούν το επιθυµητό ποσοστό µεταλλαξιγένεσης. Μετά την αλληλούχιση, 

διαπιστώσαµε πως οι συνθήκες οι οποίες εξασφαλίζουν ποσοστό µεταλλαξιγένεσης 

ίσο µε 1% σε νουκλεοτιδικό επίπεδο, σε αµινοξικό επίπεδο επιφέρουν 0,4% 

µεταλλαξιγένεση. Εν συνεχεία, πραγµατοποιήσαµε πολλές αντιδράσεις PCR 

χρησιµοποιώντας τις ποσότητες των αντιδραστηρίων που αναφέρονται στον 

πίνακα 4 (ποσοστό µεταλλαξιγένεσης 1%), κι αφού ξαναστείλαµε ένα 

αντιπροσωπευτικό δείγµα για αλληλούχιση, προχωρήσαµε σε δοκιµές 

προκειµένου να εξασφαλίσουµε την άριστη ποιότητα και τη µεγάλη συγκέντρωση 

των DNA, τόσο του πλασµιδιακού φορέα, όσο και των παραλλαγών djlA που 

πρόκειται να κλωνοποιηθούν. 
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Πίνακας 4: Ποσοστά επιθυµητής µεταλλαξιγένεσης και ποσότητες 
αντιδραστηρίων 

 
Μεταλλαξιγένεση 

(%) 
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,8 1,0 1,5 

ddH20 (µL) 54,2 54,8 50,2 46,8 42,8 35,2 48,6 39,2 

dATP(10mM) (µL) 3,5 2,0 2,2 2,2 2,3 2,3 1,2 1,2 

dCTP(10mM) (µL) 4,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 1,0 

dGTP(10mM) (µL) 2,0 1,8 2,7 3,4 4,2 5,7 3,6 5,5 

dTTP(100mM) (µL) 1,4 1,3 1,9 2,4 2,9 4,0 2,5 3,9 

Template 

pDNA(µL) 
2 2 2 2 2 2 2 2 

Primers(µL) 2 2 2 2 2 2 2 2 

BSA(0,1mg/µL) 

(µL) 
- 5 5 5 5 5 5 5 

MgCl2 (25mM) (µL) 10,0 8,2 11,0 13,3 15,8 20,8 13,1 19,3 

Taq polymerase 

buffer(µL) 
10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 

MnCl2 (5mM) (µL) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 

Taq 

polymerase(µL) 
1 1 1 1 1 1 1 1 

Total volume(µL) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
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8.5 Ενσωµάτωση γονιδίου στο γονιδιωµατικό DNA  
 
 
Προκειµένου να προχωρήσουµε στην ένθεση του γονιδίου djlA εντός του 

χρωµοσώµατος, µελετήσαµε την κατανοµή των ενδογενών γονιδίων στο χρωµόσωµα 

του E. coli (str. K-12, substr. MG1655) και επιλέξαµε µία περιοχή, όπου δεν 

εδράζονται γονίδια. Η περιοχή αυτή ορίζεται ως εξής: 59380-59600 (Σχήµα 45). Εν 

συνεχεία, σχεδιάστηκαν οι εκκινητές DjlA_CHROMfor και DjlA_CHROMrev 

(πίνακας 3) οι οποίοι έφεραν οµολογία µε την περιοχή του χρωµοσώµατος όπου θα 

γίνει η ένθεση, καθώς και οµολογία µε τον ανασυνδυασµένο πλασµιδιακό φορέα 

pBAD18DjlA (πίνακας 2), ούτως ώστε να ενισχυθεί ο araBAD υποκινητής, το 

γονίδιο djlA, καθώς και το γονίδιο το οποίο προσδίδει ανθεκτικότητα στο 

αντιβιοτικό της  καναµυκίνης. Εν συνεχεία, MC1061 E. coli κύτταρα θα 

προετοιµαστούν κατάλληλα ώστε να γίνουν επιδεκτικά και θα µετασχηµατιστούν µε 

τον πλασµιδιακό φορέα pKD46153 ο οποίος και κωδικοποιεί για το ένζυµο 

ρεκοµπινάση του λ-φάγου. Το γραµµικό προϊόν, αφού πραγµατοποιηθεί πέψη µε 

περιοριστικό ένζυµο περιορισµού το οποίο θα το απαλλάσσει από τυχόν κυκλικό 

πλασµιδιακό φορέα pBAD18DjlA, θα εισαχθεί σε αυτά τα κύτταρα µετασχηµατισµό, 

και µετά από τη δράση της ρεκοµπινάσης, θα πραγµατοποιηθεί οµόλογος 

ανασυνδυασµός και ένθεση του γραµµικού µορίου εντός του χρωµοσώµατος στην 

επιλεγµένη περιοχή.  

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 182 - 

8.6 Βακτηριακά Στελέχη 
 
 

Σε όλα τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε το Escherichia coli στέλεχος MC1061, 

εξαιρουµένων των περιπτώσεων που χρησιµοποιήθηκε και αναγράφεται κάποιο άλλο. 

Ο πίνακας 5 αναγράφει αναλυτικά  όλα τα στελέχη καθώς και τους γoνοτύπους αυτών.  

 

Πίνακας 5: Βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν 

 
Στέλεχος Γονότυπος Πηγή 

MC1061 F– λ– Δ(ara-leu)7697 [araD139] B/r Δ(codB-
lacI)3 galK16 galE15 e14– mcrA0 relA1 

rpsL150(StrR) spoT1 mcrB1 hsdR2(r–m+) 

Casadaban et al.165 

SuptoxD 
F– λ– Δ(ara-leu)7697 [araD139] B/r Δ(codB-

lacI)3 galK16 galE15 e14– mcrA0 relA1 
rpsL150(StrR) spoT1 mcrB1 hsdR2(r–m+) 

pSuptoxD 

Gialama et al.90 

SuptoxD2.0 
F– λ– Δ(ara-leu)7697 [araD139] B/r Δ(codB-

lacI)3 galK16 galE15 e14– mcrA0 relA1 
rpsL150(StrR) spoT1 mcrB1 hsdR2(r–m+) 

pSuptoxD2.0 

Παρούσα εργασία 

SuptoxR 
F– λ– Δ(ara-leu)7697 [araD139] B/r Δ(codB-

lacI)3 galK16 galE15 e14– mcrA0 relA1 
rpsL150(StrR) spoT1 mcrB1 hsdR2(r–m+) 

pSuptoxR 

Gialama et al.90 

Lemo21(DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) λ (DE3 
[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) pLemo 

New England Biolabs 

C41(DE3) 
F– ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) λ (DE3 
[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) with 
modifications described by Kwon et al. (Kwon, 
Kim et al. 2015) and Schlegel et al. (Schlegel, 

Genevaux et al. 2015). 

Lycigen 

C43(DE3) 
F– ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) λ (DE3 
[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) with 

modifications described by Kwon et al. 
(Kwon, Kim et al. 2015). 

Lycigen 

BW25113 F–, Δ(araD-araB)567, ΔlacZ4787(::rrnB-3), λ- , 
rph-1, Δ(rhaD-rhaB)568, hsdR514 

Baba et al.166 
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BW25113 djlA- 

(JW0054) 
F–, ΔdjlA766::kan, Δ(araD-araB)567, 
ΔlacZ4787(::rrnB-3), λ- , rph-1, Δ(rhaD-

rhaB)568, hsdR514 

Baba et al.166 

BW25113 rcsB- 

(JW2205) 
F–, Δ(araD-araB)567, ΔlacZ4787(::rrnB-3), 
λ- , ΔrcsB770::kan, rph-1, Δ(rhaD-rhaB)568, 

hsdR514 

Baba et al.166 

BW25113 rcsC- 

(JW5917) 
F–, Δ(araD-araB)567, ΔlacZ4787(: rrnB-3), 
λ- , ΔrcsC771::kan, rph-1, Δ(rhaD-rhaB)568, 

hsdR514 

Baba et al.166 

W3110 F– λ– rph-1 INV(rrnD, rrnE Bachmann et al.167 

W3110 ΔDnaK W3110 ΔDnaK52:: CmR Perrody et al.168 

 

 
 
  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94



 - 184 - 

8.7 Υπερέκφραση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών σε υγρές 
καλλιέργειες 
 
 
Για την υπερπαραγωγή πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν αποικίες κυττάρων E. coli 

που προήλθαν από φρέσκους µετασχηµατισµούς µε τα αντίστοιχα κάθε φορά 

πλασµίδια. Μονές βακτηριακές αποικίες µεταφέρθηκαν σε υγρές καλλιέργειες LB 

οι οποίες περιείχαν κατάλληλο συνδυασµό αντιβιοτικών (100 µg/mL αµπικιλλίνη, 

40 µg/mL χλωραµφαινικόλη ή 50 µg/mL καναµυκίνη). Αυτές οι υγρές καλλιέργειες 

χρησιµοποιήθηκαν για να εµβολιαστούν νέες υγρές καλλιέργειες µε αραίωση 1:50 

και µε κατάλληλη ποσότητα αραβινόζης : 0.01% w/v για τα στελέχη MC1061, 

SuptoxD, SuptoxD2.0 και 0.2% w/v για το στέλεχος SuptoxR, εξαιρουµένων των 

περιπτώσεων που περιγράφεται διαφορετικά. Εν συνεχεία, οι καλλιέργειες αυτές 

αναπτύχθηκαν στους 30 oC µε συνεχή ανάδευση στα 220rpm έως ότου η οπτική 

πυκνότητα  (OD) των καλλιεργειών να φθάσει 0.5. Έπειτα από µείωση της 

θερµοκρασίας στους 25 oC και το πέρας µικρής χρονικής διάρκειας ούτως ώστε να 

εξισορροπηθεί η θερµοκρασία στον επωαστικό θάλαµο ανάδευσης, στις καλλιέργειες 

προστέθηκε 0.2 µg/mL ανυδροτετρακυκλίνης (aTc) ούτως ώστε να επαχθεί η 

παραγωγή των πρωτεϊνών για 16 ώρες (εκτός κι από τις περιπτώσεις που 

αναγράφεται και ακολουθείται άλλη προσέγγιση).  Για την υπερπαραγωγή της 

πρωτεΐνης της ροδοψίνης, ακολουθήθηκε η ίδια ακριβώς διαδικασία µε την διαφορά 

πως µαζί µε την προσθήκη του επαγωγέα της ανυδροτετρακυκλίνης, προστέθηκε και 

ποσότητα ρετινάλης (10 µM all-trans-retinal) και η υπερπαραγωγή 

πραγµατοποιήθηκε στο σκοτάδι για 16 ώρες.  
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8.8 Μέτρηση φθορισµού ανά όγκο καλλιέργειας σε 
πιάτα 96 πηγαδιών 
 
 
Μετά το πέρας των 16 ωρών που χρειάζεται ώστε να παραχθούν οι πρωτεΐνες, 500µL 

από κάθε υγρή καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκαν σε 13000rpm για 1 λεπτό και ο 

κυτταρικός πληθυσµός που συγκεντρώθηκε, επαναιωρήθηκε σε 100 µL phosphate 

buffered saline pH=7.4 (PBS,1x). Το αιώρηµα µεταφέρθηκε σε πιάτο µαύρου 

χρώµατος µε 96 πηγάδια (96 well plate) και µετρήθηκε ο φθορισµός της πράσινης 

φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) που έφεραν οι µεµβρανοπρωτεΐνες έπειτα από 

διέγερση του φθοροφόρου στα 488nm. Εν συνεχεία, µετρήθηκε ο φθορισµός στα 

510nm µε χρήση του µηχανήµατος TECAN SAFIRE plate reader. 

 

8.9 Μέτρηση φθορισµού ανά κύτταρο µε χρήση 
φθορισµο-ενεργοποιούµενου κυτταροδιαχωριστή 
κυτταροµετρίας ροής (fluorescence-activated cell 
sorter, FACS) 
 
 
Προκειµένου να µετρηθεί ο φθορισµός ανά κύτταρο, 107 περίπου κύτταρα 

φυγοκεντρήθηκαν σε 6000rpm για 2 λεπτά και ο κυτταρικός πληθυσµός που 

συγκεντρώθηκε, επαναιωρήθηκε σε 1mL φιλτραρισµένου διαλύµατος phosphate 

buffered saline pH=7.4 (PBS,1x). Έπειτα, περίπου 5*104 κύτταρα οροθετήθηκαν 

εντός συγκεκριµένης  περιοχής σε διάγραµµα παγίου σκεδασµού (side-scatter, SSC-

H) µε ευθύγραµµου σκεδασµού (forward-scatter, FSC-H)  και αναλύθηκαν µέσω 

φθορισµο-ενεργοποιούµενου κυτταροδιαχωριστή κυτταροµετρίας ροής 
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(fluorescence-activated cell sorter, FACS) µε τη χρήση του µηχανήµατος Becton–

Dickinson FACSAria system (BD Biosciences). Τα αποτελέσµατα επεξεργάστηκαν 

µε χρήση του προγράµµατος FlowJo 7.6.2.  

8.10 Αποµόνωση µεµβρανών 
 
 
Αποµονώθηκαν µεµβράνες από καλλιέργειες 1L, εξαιρουµένων των περιπτώσεων 

που αναγράφεται κάτι διαφορετικό. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν έπειτα από 

φυγοκέντρηση στα 4000g για 10 λεπτά. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν 

σε 10mL κρύο ρυθµιστικό διάλυµα (300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 15% 

γλυκερόλη, 5 mM διθειοθρεϊτόλη, pH 7.5) και λύθηκαν µε χρήση υπερήχων σε 

πάγο. Ακολούθως συλλέχθηκε το υπερκείµενο µετά από φυγοκέντρηση στα 10000g 

για 15 λεπτά και υπεβλήθη σε υπερφυγοκέντρηση σε ρότορα Beckman 70Ti rotor 

στα 42,000 rpm (130,000 x g) για 1 ώρα στους 4°C. Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε 

και οι µεµβράνες που συλλέχθηκαν οµογενοποιήθηκαν σε 5 mL κρύου ρυθµιστικού́ 

διαλύµατος. 

8.11 Αποµόνωση ροδοψίνης από κυτταρικές µεµβράνες 
και ποσοτικοποίηση 
 
 
Κύτταρα που συλλέχθηκαν από 250mL καλλιέργειας (στη περίπτωση που η 

ροδοψίνη επρόκειτο να υποβληθεί σε διαδοχικούς καθαρισµούς, τα κύτταρα που 

συλλέχθηκαν ήταν από καλλιέργειες 1 L) επαναιωρήθηκαν σε 7.5mL κρύου 

ρυθµιστικού́ διαλύµατος λύσης. Έπειτα, τα κύτταρα λύθηκαν µε χρήση υπερήχων 

σε πάγο και η ροδοψίνη αποµονώθηκε από τα κύτταρα µε χρήση επιφανειοενεργού 

2.5% (w/v)  DDM (lauryl-β-D-maltoside) καθώς και 0.1 mM  
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φαινυλµεθυλοσουλφονυλοφθοριδίου (PMSF) µε συνεχή ανάδευση (roller mixer) στα 

180 rpm για 24 ώρες στους 4 oC στο σκοτάδι. Το δείγµα µετά το πέρας των 24 ωρών 

υπερφυγοκεντρήθηκε σε ρότορα Beckman 70Ti rotor στα 42,000 rpm (130,000 x g) 

για 1 ώρα στους 4 °C. Στην περίπτωση που το καθιζάνον κυτταρικό κλάσµα που 

συγκεντρώθηκε ήταν άχρωµο, το υπερκείµενο περιείχε την εν λόγω πρωτεΐνη, οπότε 

και συλλέχθηκε. Τέλος, µετρήθηκε η απορρόφηση της πρωτεΐνης στα 550nm. 

 

8.12 Αποµόνωση ροδοψίνης µε χρήση χρωµατογραφίας 
συγγένειας και ταχείας υγρής χρωµατογραφίας 
πρωτεϊνών (σύστηµα ÄKTA-FPLC) 

 
 
Για τον καθαρισµό µε χρήση χρωµατογραφίας συγγένειας Ni+2 (IMAC- Immobilized 

Metal- Affinity Chromatography) στους 4 oC, το υπερκείµενο αναµίχθηκε µε 1mL 

ρητίνη Ni-NTA αγαρόζης (beads) (Qiagen, Germany) (τα οποία είχαν ξεπλυθεί πριν 

τη χρήση τους µε κρύο ρυθµιστικό διάλυµα) for 1 ώρα στους 4 °C µε συνεχή 

ανάδευση στα 180 rpm (roller mixer) ούτως ώστε η πρωτεΐνη που έφερε επίτοπο 6 

ιστιδινών (HIS-tagged) να συνδεθεί µε τα beads πριν φορτωθεί σε κολώνα 

χρωµατογραφίας χωρητικότητας 5mL (polypropylene chromatography column, 

Pierce, USA). Το κλάσµα εκείνο που εξερχόταν από το κάτω µέρος της κολώνας (flow 

through fraction) συλλέχθηκε και επαναφορτώθηκε στην κολώνα. Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε 6 φορές µέχρις ότου το flow through fraction ήταν άχρωµο, 

εξασφαλίζοντας έτσι την µέγιστη πρόσδεση της πρωτεΐνης. Στη συνέχεια, στην 

κολώνα προστέθηκαν 40 mL διαλύµατος πλύσης (wash buffer_50 mM NaH2PO4, 

300 mM NaCl, 20 mM imidazole, 0.1% (w/v) DDM, pH 8.0) και η πρωτεΐνη 
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εκλούστηκε µε 6mL διαλύµατος εκλούσεως (elution buffer_50 mM NaH2PO4, 300 

mM NaCl, 250 mM imidazole, 0.1% (w/v) DDM, pH 8.0). Η αποµονωµένη πρωτεΐνη 

συµπυκνώθηκε στα  600 µL µε χρήση κολώνας συµπυκνώσεως 10K σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit_10 KDa 

cutoff). Ακολούθως, η συµπυκνωµένη πρωτεΐνη καθαρίστηκε περαιτέρω µε 

χρωµατογραφία ταχείας υγρής χρωµατογραφίας µέσω στήλης HiLoad 16/600 

Superdex 200 column (GE Healthcare, USA). Η στήλη, πριν τη χρήση της, είχε 

εξισορροπηθεί µε φιλτραρισµένο διάλυµα phosphate buffered saline (PBS,1x) το 

οποίο περιείχε και 0,1% (w/v) DDM. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για τον 

καθαρισµό της ροδοψίνης που παρήχθη στα E. coli στελέχη Wild type, SuptoxD και 

SuptoxD2.0 ήταν ακριβώς η ίδια. Η αποµονωµένη πρωτεΐνη σε κάθε περίπτωση 

ποσοτικοποιήθηκε από την απορρόφηση της κορυφής που δηµιουργήθηκε κατά τη 

διαδικασία και τον συντελεστή µοριακής απορρόφησης της πρωτεΐνης (extinction 

coefficientHtdR (ε280) =62910 Μ-1 cm-1).  

 

8.13 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή 
πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες 
(SDS-PAGE), ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού (in-
gel fluorescence analysis) και ανοσοαποτύπωση κατά 
Western (Western blot) 
 
 
Προκειµένου οι πρωτεΐνες να αναλυθούν µε βάση το µοριακό τους βάρος 

πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση τους σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό 

αποδιατακτικές συνθήκες (SDS−PAGE) 12-15% µε πρότερο βράσιµο των δειγµάτων 
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για 10 λεπτά στους 100 oC όταν αυτά προορίζονταν για ανοσοαποτύπωση κατά 

Western (Western blot) ή χωρίς βράσιµο εάν τα δείγµατα θα αναλύονταν για 

ενδοπηκτικό φθορισµό (in-gel fluorescence analysis) πριν το Western blot. Η 

ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού ακολούθησε την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε 

πηκτή πολυακρυλαµιδίου υπό ηµιαποδιατακτικές συνθήκες. Κατόπιν, ακολούθησε 

η ανάλυση ενδοπηκτικού φθορισµού στο σύστηµα UVP ChemiDoc-It2 Imaging 

System, το οποίο διαθέτει CCD camera και φίλτρο GFP, µετά από έκθεση για 

περίπου 3 δευτερόλεπτα. 

Μετά την ανάλυση των πρωτεϊνών (έχοντας ή µη αναλυθεί µε ενδοπηκτικό 

φθορισµό) ακολούθησε  ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western blot) όπου οι 

πρωτεΐνες από την πηκτή µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη πολυβινυλιδενίου (PVDF 

membrane_Merck) για  45 min στα 12 V σε semi-dry συσκευή µεταφοράς (Thermo 

Scientific). Οι µεµβράνες εν συνεχεία τοποθετήθηκαν και ανακινήθηκαν σε διάλυµα 

γάλακτος 0,5% w/v σε Tris-buffered saline µε 0.1% v/v Tween-20 (TBST) για 1 ώρα. 

Για την ανίχνευση των πρωτεϊνών,  οι µεµβράνες, µετά από τριπλή πλύση µε 

διάλυµα Tris-buffered saline µε 0.1% v/v Tween-20 (TBST), επωάστηκαν σε 

αντισώµατα µε συνεχή ανάδευση για 1 ώρα. Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν 

ήταν τα εξής: µονοκλωνικό αντι-πολυιστιδινικό αντίσωµα επιµύος αντι-HIS 

(Sigma) σε αραίωση 1:3,000 συζευγµένο µε υπεροξειδάση χρένου (ΗRP), ένα αντι-

FLAG αντίσωµα επιµύος (Sigma) σε αραίωση 1:1,000, και ως δευτερογές 

χρησιµοποιήθηκε αντι-MOUSE αντίσωµα σε αραίωση 1:5,000 συζευγµένο µε 

υπεροξειδάση χρένου (ΗRP). Ακολούθησε τριπλή πλύση µε διάλυµα TBST, και oι 

πρωτεΐνες οπτικοποιήθηκαν µε τη συσκευή ChemiDoc-It2 Imaging System (UVP). 
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8.14 Στατιστική ανάλυση αποτελεσµάτων 
 
 
 Όλα τα διαγράµµατα έγιναν µε χρήση του προγράµµατος using SigmaPlot (Systat 

Software Inc. Ver. 10. Systat Software, Point Richmond, CA, USA). Τα δεδοµένα 

από όλα τα πειράµατα αντιστοιχούν στον µέσο όρο ενός έως 3 ανεξαρτήτων 

πειραµάτων, καθένα από τα οποία αντιστοιχούν σε τουλάχιστον 3 διαφορετικές 

δοκιµές, εκτός κι αν ορίζεται διαφορετικά. Η στατιστική ανάλυση 

πραγµατοποιήθηκε µε χρήση των προγραµµάτων Prism και Microsoft Office 2003 

Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Οι µέσοι όροι συγκρίθηκαν µε 

χρήση µη-ζευγοποιηµένων t-tests (unpaired t-tests). Τα σφάλµατα στη τυπική 

απόκλιση από τη µέση τιµή. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001, ns (µη σηµαντική 

διαφορά) >0.05. 
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Παράρτηµα 
 
Νουκλεοτιδικές ακολουθίες όλων των djlA γονιδίων που 

χρησιµοποιήθηκαν 

 

>Escherichia coli 
ATGCAGTATTGGGGAAAAATCATTGGCGTGGCCGTGGCCTTACTGATGGGCG
GCGGCTTTTGGGGCGTAGTGTTAGGCCTGTTAATTGGCCATATGTTTGATAAA
GCCCGTAGCCGTAAAATGGCGTGGTTCGCCAACCAGCGTGAGCGTCAGGCGC
TGTTTTTTGCCACCACTTTTGAAGTGATGGGGCATTTAACCAAATCCAAAGGT
CGCGTCACGGAGGCTGATATTCATATCGCCAGCCAGTTGATGGACCGAATGA
ATCTTCATGGCGCTTCCCGTACTGCGGCGCAAAATGCGTTCCGGGTGGGAAA
ATCAGACAATTACCCGCTGCGCGAAAAGATGCGCCAGTTTCGCAGTGTCTGCT
TTGGTCGTTTTGACTTAATTCGTATGTTTCTGGAGATCCAGATTCAGGCGGCG
TTTGCTGATGGTTCACTGCACCCGAATGAACGGGCGGTGCTGTATGTCATTGC
AGAAGAATTAGGGATCTCCCGCGCTCAGTTTGACCAGTTTTTGCGCATGATGC
AGGGCGGTGCACAGTTTGGCGGCGGTTATCAGCAGCAAACTGGCGGTGGTAA
CTGGCAGCAAGCGCAGCGTGGCCCAACGCTGGAAGATGCCTGTAATGTGCTG
GGCGTGAAGCCGACGGATGATGCGACCACCATCAAACGTGCCTACCGTAAGC
TGATGAGTGAACACCATCCCGATAAGCTGGTGGCGAAAGGTTTGCCGCCTGA
GATGATGGAGATGGCGAAGCAGAAAGCGCAGGAAATTCAGCAGGCATATGAG
CTGATAAAGCAGCAGAAAGGGTTTAAATGA 
 
>Salmonella enterica 
ATGCAGTACTGGGGAAAGATAATTGGCGTCGCCGTAGCCCTGATGATGGGCG
GCGGCTTTTGGGGCGTGGTCCTGGGTCTGCTGGTGGGCCATATGTTCGACAA
AGCCCGCAGCCGAAAAATGGCGTGGTTTGCCAACCAGCGGGAACGGCAGGCG
CTGTTTTTTGCCACCACCTTTGAGGTGATGGGCCACTTAACCAAATCAAAAGG
ACGGGTGACGGAAGCGGATATTCATATCGCCAGTCAGTTGATGGATCGTATG
AATTTACACGGCGATTCACGTACTGCCGCGCAGAACGCCTTTCGGGTCGGAA
AAGCGGATAATTACCCATTACGTGAAAAGATGCGGCAGTTTCGTAGCGTCTGC
TTCGGGCGTTTTGATCTGATCCGGATGTTTCTGGAAATTCAGATCCAGGCGGC
GTTTGCCGATGGCTCGCTACACCCTAATGAGCGGGAAGTGCTGTATGTGATTG
CGGAAGAGCTAGGTATTTCCCGCGTACAGTTCGATCAGTTTCTGCGCATGATG
CAGGGCGGCGCGCAGTTTGGCGGCGGTTATCATCAACAGTCCGGCGGCGGCT
GGCAGCAGGCGCAGCGCGGCCCGACGCTGGAAGATGCCTGTAATGTGCTGGG
GGTTAAAACCACCGACGATGCAACCACCATTAAACGCGCTTATCGCAAACTGA
TGAGCGAGCATCATCCGGACAAACTGGTCGCGAAAGGTTTACCGCCGGAAAT
GATGGAAATGGCGAAGCAAAAAGCGCAGGAAATTCAGAAAGCGTATGAGCTA
ATCAAAGAACAGAAAGGCTTCAAGTGA 
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>Klebsiella pneumoniae 
ATGCAGTATTTGGGTAAAGTGATTGGCGTGGCAGTGGCTTTGCTGATGGGT
GGTGGGTTCTGGGGCGTGGTGCTTGGCTTTCTGGTCGGCCATATGTTTGAC
CGGGCGCGCAGCCGCCGGTTAAATCTCTTCGCCAATCAGCAGGAGCGTCAG
TCGCTCTTCTTTTCCACCACCTTCGAAGTGATGGGGCACCTGACCAAATCCA
AGGGCCGCGTTACCGAAGCGGATATTCATGTCGCCAATGTGCTAATGGATC
GCATGAACCTGCATGGCGCCTCGCGCACCGCGGCGCAGCAGGCGTTTCGCG
ACGGTAAGGCCGACAACTATCCCCTGCGCGAGAAAATGCGTCAGCTGCGCA
GCGTCTGCTTTGGCCGTTTCGATCTGATTCGGATGTTTCTGGAAATTCAGCT
GCAGGCGGCGTTCGCTGATGGCGAACTGCATCCTAACGAACGGGAAGTGCT
GTTCGTCATTGCCGACGAGCTCGGCATCTCCCGCGCCCAGTTCGATCAATTC
CTGCGGATGATGCAGGGCGGCGCCCAGTTTGGCGGCGGTTCGCAGCAGCG
CTCTTATGGCCAGCATGGCGGCAACGCCGGCTGGCAGCAGGCGCAGCGTGG
GCCGACCCTCGAAGATGCCTGCAATGTGCTGGGAGTAAAACCGACCGACGA
CGCGGCGACGGTGAAGCGCGCCTATCGCAAGCTGATGAACGAACATCATCC
GGACAAGCTGGTAGCGAAAGGTCTGCCGCCGGAGATGATGGAGATGGCCAA
ACAGAAGGCCCAGGAGATCCAGAAGGCCTGGGAGCTGATCAAAGAGCAGC
GCGGCTTCTGA 
 
>Enterobacter gergoviae  
ATGCAGTATTGGGGTAAAGTGATTGGCGTGGCGGTAGCATTAATGATGGGC
AGCGGCTTCTGGGGCGCGCTGCTTGGGCTTATCGTCGGCCATATGTTTGAT
ACGGCGCGGATGCGCAAGCTCAATTTTTCGGCGGGGCAGCAGGAGCGGCA
GGCGCTGTTTTTTGCCACCACCTTTGAAGTCATGGGTCACCTGACTAAATCG
AAAGGTCGGGTGACGGAAGCCGATATTCAGGTGGCCAACGTGCTGATGGAC
CGCATGAACCTCCACGGCGACTCCCGCACCGCGGCGCAGCAGGCGTTTCGC
GTTGGCAAAGCCGATAATTATCCCCTGCGCGAGAAGATGCGCCAGCTGCGC
AGCGTCTGCTTTGGCCGCTTCGATTTGATTAGGATGTTTCTGGAAATTCAGC
TGCAGGCGGCGTTTGCCGACGGCGAACTCCACCCTAACGAGCGCGAAGTGC
TGTACGTGATTGGCGACGAGCTCGGCATCTCCCGCGCCCAGTTCGATCAGT
TTATGCGCATGATGCAGGGGGGCGCGCAGTTCGGCGGCGGCTACCAGCAGT
ACTCCGGCACAGGCGGCGGCTACCAGCAGCAGGCCCAGCGCGGTCCGACG
CTGGAAGATGCCTGCAACGTGCTCGGCGTGAAGCCCACCGACGATGCCACC
ACCATCAAGCGCGCCTACCGCAAGCTGATGGGCGAGCACCATCCCGATAAG
CTGGTGGCGAAAGGTCTGCCGCCGGAGATGATGGAGATGGCGAAGCAGAA
GGCGCAGGAGATCCAGAGCGCCTACGAGCTGATAAA 
AGAGCAGAAAGGCTTTAAATAA 
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>Yersinia pseudotuberculosis 
ATGCGGTATTGGGGAAAACTGCTCGGTCTGGTATTGGGCGTAATGTATGCT
CCTGGCGTTGTTGGAGCGCTATTGGGGCTACTTGTTGGCCATATGGTAGAC
AGGGCGCTTGGCGCAAAACGCCGCGGTTTTTTTGCTGATCAACAGACACGG
CAATCACTTTTTTTCCGTACCACTTTTCAAGTCATGGGGCATTTAACCAAGG
CTAAAGGGCGTGTTACGGAGGTTGATATCCAACTCGCCAGCCAACTAATGG
ATAGGATGCAATTACATGGCGCTGCCAGAACAGCGGCACAGCAAGCGTTTC
GTGAAGGGAAAGAAAGCCACTTTCCGTTGCGAAAGACGTTGCAGGAATTTC
GCCGTGTTTGTTTTGGCCGTTTTGACTTAATTCGGATATTTCTGGAAATTCA
ATTACAGGCCGCATTTGCCGATGGTTCCTTGCATCCTAACGAGCGTCAAGTG
CTGTATGTGATTGCTGAAGAGTTAGGGATCTCCCGTGGTCAATTCGATCAAT
TCCTGCGTATGTTCGATGGGGGGCGTCAATTTGGTGGTCATGGAGGGTGGC
AAGGCCAGCAAGGGGGCTATTCCCAAAGTGGTTACCAGCGAGCGCCCCAGG
GCCCGACTCTGGAAGATGCCTGTAAAGTCTTGGGGGTAAATAGCAGTGATG
ACAGTGTGGCCATCAAGCGTGCTTACCGTAAGCTAATGGGGGAACATCACC
CGGATAAGCTGGTTGCCAAGGGGTTACCCCCAGAGATGATGGAAATGGCGA
AGCAAAAAGCGCAGGAAATTCAGGCGGCGTATGACTTGATCAAACGTGAGA
AAGGATTTAAGTGA 
 
>Serratia marcescens 
ATGCAGTATTGGGGAAAACTGCTCGGCGTCATCGTCGCCATCTGGTCTGGC
GCGGGATTCTGGGGTGTAGTTCTGGGGCTGATTATCGGTCATATGATCGAT
ACGGCGCGCAGCAACAAGCGCAGTCGGGGCTTTTTCACCGACCAGCAAACG
CGGCAAACGCTGTTTTTCCGCACCACTTTTCAGGTGATGGGCCACCTGACCA
AATCCAAAGGACGCGTCACCGAGGCGGATATTCAGATCGCCAGCCTGTTTA
TGGATCGCCTTCAGCTGCACGGCGAAGCGCGCACCGCGGCGCAGCAGGCGT
TCCGCGAGGGCAAACAGAGCCAGTTCCCGCTGCGTGAGACGCTGCAGCAGT
TCCGCAGTATCTGTTTCGGCCGCTTCGATCTGATTCGGATGTTTCTGGAAAT
TCAGATTCAGGCGGCGTTCGCCGACGGCTCGCTGCACCCGAACGAACGTCA
GGTGCTGTATGTCATCGCCGAAGAGCTGGGCATTTCGCGCGCGCAGTTCGA
TCAGTTCCTCAGCATGATGGAGGGCGGGCGTCAGTTCGGCGGCGGTCAGCA
GGGCGGGTATTCGCAGGGCGGCTATCAGCAGGCTCAGCGCGGCCCGACGC
TCGACGATGCGTGCAAGGTGCTTGGCGTGCGCAGCAGCGACGATGCCGCCA
CCATCAAACGCGCCTACCGCAAGCTGATGAGCGAACACCATCCGGATAAGC
TGGTGGCGAAAGGCTTGCCGCCGGAGATGATGGAAATGGCCAAGCAGAAAG
CGCAGGAGATCCAGGCGGCGTACGACCTGATCAAACGCGAGAAAGGTTTTA
AATΑΑ 
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>Providencia stuartii  
ATGCACTATTGGGGCAAAATTATTGGTGTCGTACTGGCAATAGCCTCTGGTT
TTGGCATTTGGGGCACGCTAATTGGTTTAATTTTAGGGCATGGTTTTGATAA
GGCCTTGGCACAACGTAAGTTTGCTAGTGCAATGAATAAACGTGATCGTCA
GGTTATTTTTTTCGCCAGTACCTTCCAAATATTGGGTCATCTAACTAAGTCA
AAAGGCCGTGTAACCGAGACAGACATTCAGTTAGCATCAAATTTGATGGATA
GAATGCAAATACATGGGGAAACACGAAAAGCGGCGCAACAAGCGTTTAGGG
AAGGTAAATCACCGGACTTTCCACTACGTGATGTACTGAAGCAATTACGTAT
GGCTTGCTATGGTCGTTTCGACTTAATTCAGATGTTTCTGGAAATTCAGTTA
CAGGCGGCATTTGCCGATGGCAGTTTGCAC 
CCAAACGAAAGAAAGGTTCTGTTTATTATTGCAGAAGAGCTAGGGATCTCTA
AAACACAATTCGAACAGTTTTTAAATATGATCCAAGGTGGCCGACAGTTTGG
TCACGGCTATTCTCATCAGCAATCAGGCGGATACTATCAATCATCGAATGGC
CCAACTCTTGAAGATGCTTGCAAGGTACTTGGTGTTTCTATTAATGATGAAC
CAACGAAAATTAAACGGGCGTATCGTAAATTAATGAGTGAACATCACCCTGA
TAAGTTGATAGCGAAAGGGTTGCCCCCCGAGATGATGGAACTTGCGAAACA
GAAGGCTCAGTCAATACAAGCGGCTTATGATTTAATCAAAAAAGAGCGCGG
CTTCAAATAA 
 
>Proteus mirabilis  
ATGCGCTATTGGGGAAAATTATTAGGCCTTATCATCGGTAGTTTTGCCGGGA
TCGGCTTTTGGGGCATTGTGATTGGGGTTTTTCTAGGACACCTTTATGACGT
ACAAAGAAGTAAATTAAGCTATGGTGGGCGCTATAATCGTGATAGACAAGC
CTATTTCTTTGCTGCCACATTCCAAGTCTTAGGGCATTTAACCAAATCCAAA
GGACGAGTGACACAAACCGATATCACATTAGCCAGTACGTTAATGGATAGA
ATGAATTTACATGGGGCAGCACGTCAAGCAGCACAACAGGCGTTTCGAGAA
GGTAAAGAGGTTGATTTCCCACTTAGAGCCACCTTACAACGTGTTCGCCAAA
TTTGTGCCGGTCGCCGTGATTTACTGCAGATGTTTCTGGAAATTCAATTACA
AGCCGCATTTGCTGATGGGCAGTTACATCCTAACGAACGTAAAATGCTGTTT
ATTATTATTGATGAGCTCGGATTTTCTCGCGCCCGTTTTGAACATATATTAG
CCATGATGCAGGCGGGGCAAAGTTTTCATTATCAACAAGGGCAAAATTATCA
GCCACAAACTCAAGGCCCAACGCTTTCTGACGCCTATAAAGTGTTAGGTATT
AAAGAGGGGGATGATGTTAAAACAATAAAAAGAGCTTATCGAAAATTAATG
GGAGAACATCATCCTGATAAATTGGTTGCAAAAGGTTTACCACCGGAGATG
ATGGAAATTGCAAAACAAAAAGCACAAGCTATCCAAGTTGCTTACGATTTGA
TTAAAAAAGAAAAAGGATTTCGTTAA 
 
>Vibrio tapetis  
ATGCACATTTTTGGCAAAATTCTTGGCGCTTTTTTTGGTTTACTATTTGGGG
GCCCACTTGGAGCGATGTTTGGCCTATTCTTAGGTCATCAATTTGATAAGGC
ACGCCGCCTTCAACAAGCAGGATTTACGGCTGGAGGAGGATTTTCTCGAGC
GAATAATACAGAGAAACAAGCCGAGTTTTTTAGAAGTGCATTTGCCGTTATG
GGGCATGTTGCAAAAGCAAAAGGTCAAGTAACACAAGAAGAAATTCAGCTC
GCTAGTACCATGATGTCGCGTATGAATTTACATGGTGAACAACGTGCCGCTG
CGCAAAACGCATTTCGCGATGGCAAAGAGACGGGGTTTCCTTTAGAAGAAA
CGTTGCAAAAGGTTCGAGTTTCTTCAGGCGGACGTCATGATTTACTGCAGTT
TTTTCTTGAACTTCAAATCTCTGCGGCCTTTGCTGATGGGTCACTTCATCCT
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AGTGAGCGTGATGTATTACACATTATTGCCCAAGGGCTTGGTTTTTCATCGG
CTCAGTTAGAGCAGCGACTGCAAATGCAAGAAGCGGCATTTAGATTTCAGC
AAGGTGGTGGCTTTGGTTCAGATGGCGGCCAACATGGCGGAGCATTTAAGC
AAGCCTCCAGTGCTAATCAAATTTCCGATGCCTTTAAGGTATTAGGCGTTGC
CGAATCTGCGGAATCAAAGGAAGTGAAGAGAGCGTATCGTAAGCTCATGAA
TGAACATCACCCAGATAAGTTGGTCGCCAAAGGCTTGCCTCCTGAGATGAT
GCAAGTAGCCAAAGAAAAAGCGCAAGAAATTCAAGCGGCTTACGATCTGCT
TAAGAAAGAAAAAGGCTTTAAATAG 
 
>Pseudomonas putida  
ATGTGGTGGCCAGGCACGGTGATAGGCGTGGGTGCCGGCTTTGCCGTTGCG
AGCATACCGGGTGCCTTGCTCGGTGCGTTGCTTGGGCAGGCCATCGACCGC
CGGCTGCGCTTGCAAGGCTGGGAAGACATGCGCGAACGCCTGGGTGGGCG
CCCTGCATTACGCGACGACGAGTTGTTGTTCGTGATGCTCGGGCGCCTGGC
CAAGTGCGATGGCCGGGTAGCCGAGCAGCATATCCAGCAGGCGCGTCAGGA
GATGGTGCGCCTGGACCTGGCCGAGGCAGCCCGGTTGCGCGCCATCAATGC
GTTCAACCGTGGCAAGGCGGGCAAGGACCGGCTTGGCGGGCACCTGCGGC
GCATCAGTCAGCAGCCCCACGCGGCGGAAGGTACCTTGCGGGCCTGTTGGC
GCATGGTCTGGGCTGACGGCAAGATGGGCAACAAGGAGCGTGAGTTGCTGC
TGGACTGGGGGCAGAAGCTGGGCATGAGCCGGCGCCAGGTGCAGGCCATG
TCCCTGGAGTACGAGCCGCGCAAGGCCACGGGAGCAGAAAGCGTGCCCATG
ACCTACGCGGCAGCGTTGCGCTTGCTGGCGGTGGACGCAGACACCGACACC
GATAAGGTCAAGCAGGCGTATCGTCGGCTTGTCAGCCGGCATCACCCGGAC
AAGCTGGCAGGTACCGGTGCCAGCGAGGCGCAGGTGCGTGAAGCAACCGC
GCGTACCCGTGAGTTGCACCAGGCCTATGCCATGATCCGCAAGCGGCGCGG
CCTTTGA 
 
>Pseudomonas aeruginosa 
ATGCTCTGGCCCGCTACGCTGATCGGAGCCGGAGCCGGCTGGGCCCTGGCC
AGCATCCCCGGCGCCCTGCTCGGCGGCCTGCTGGGGCAACTGCTGGACCGC
AGGTTGCGCCTGGAGTCCTGGCGCGGCCTGCTGGCGCGCTTGCGCGGGCG
GGCGGTGAACGATGAGGACGACCTGCTGTTTCAGTTGCTCGGCTATCTGGC
CAAGAGCGGCGGGCGGGTGGAGGAGATGCATATCCGCCAGGCGCGCGAGG
AGATGGCGTTGCGCAAGCTCGATAGGCGAGCCCAGCGGCGTGCCATCGCGT
CCTTCGGCAAGGGCAAGGCCGGCATCGCCCATCTGCAGGCGGAGGTCGCGC
GTCTGAAGGGCGAACGTGCGGAGGCAGTATTGCTCGCCTGCTGGCGGATGG
CCTGGGCTGGCGGCGTGCTCAGCCAGTCGGCGCGACAACTGGTGTTGCAAT
GGGGGCGCTGGCTGGGTTGGTCGGCGGAGCGAACGGAACGCTTGTCGGCG
CGGGTCATGCCGAAGCGGACGCGCGCTGTCGCCCGGGATAGCTACCGTGAG
GCCCTGCTGCTGCTCGGCGTGGAGGCCGGAAGCGAGCCGGCGCTGATCAAA
CGCGCCTATCGCAAGCTGATCAGCCAGCATCATCCGGACAAACTGGCGGGA
GCCGGCGCCAGCGTCGAGCGCGTGCGTGCGGCTACCGAGAAAACCCGTGA
ATTGCAGGCGGCCTACGCCCTGGTCCGAGAGCGTGAGGGGTTCCGCTGA 
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>Agrobacterium tumefaciens 
ATGATGTTCGATTTCGCCTGTTTGCAAATTTCATCCCTGTGGGAACGGCTGC
TCGGCGCAATCGGCGACGCGGCAGGCAATGCGCTTGGGCGCGTTGTCGAAG
CCATCCGCACCCTGTTCGAGGGCGACCCGGAAACCCGCCGCAAGGTATCCT
TTTCCGTTGCCATCATTGCACTTTCCGCCAAGATGGCGAAGGCTGACGGCGT
GGTCAACGATGCCGAGGTTCGTGCCTTCCGGCAGATTTTCGATTTCCCGGA
CGAAGAAGCCAAGAACGTCGCCCGTCTTTATAACCTCGCGCGTCAGGACGT
CGCCGGTTACGAGGCCTATGCGGAGCGGCTCGCGGGTCTGTGCGGTTCGGG
TCATGCCAATTGCGAGATGCTGGAAAGCGTCATCGACGGCCTGTTCCACATT
GCCAAGGCCGATGGCCTGATCCACGAGCGGGAACTGGCCTTCCTCGGCCGT
ATTGCGGAAATCTTCCGTATCACCGAAGATCATTTCGAAACGATCATGGCGC
GGCATGTGCACATGGACGGTCGCGATCCTTACCGTGTCCTCGGTGTTTCAC
CTTCGGACGACTTCCTGGATATTCGCAAGCGTTACCGTTCGCTGGTCGCCGA
GCACCATCCGGACAAGCTCATTGCGCGCGGCGTGCCGATGGAATTGCATGC
TGCTGCAAATGAGCGTATGGCGGCTCTCAACGCCGCCTATGCGGCCATCGA
GAAAGAACGCCGCGTCGCA 
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Χάρτες πλασµιδιακών φορέων pSuptoxD, pSuptoxD2.0 και pSuptoxR 

 

 

 

  

XbaI		(1333)

8xHis

HindIII		(2190)

pSuptoxD
6185	bp
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XbaI		(1333)

8xHis

HindIII		(2187)

pSuptoxD	2.0
6182	bp
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XbaI		(1333)

8xHis

HindIII		(1860)

pSuptoxR
5855	bp

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 18:38:50 EEST - 3.145.46.94


